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(54) Title : PEPTIDE DE PLANTE A ACnVFTE ANTI-MICROBIENNE 

(57) Abstract: The invention concerns novel peptides, in particular plant peptides, having an antimicrobial activity and a cytotoxic 
activity, in particular for plant cells. The invention also concerns polynucleotides coding for said peptides, vectors comprising said 
polynucleotides, micro-organisms and cells transformed with said vectors, transgenic organisms whereof all of part of the cells con- 
tain and/or express said vectors, uses of said peptides and said polynucleotides, in particular as plant-specific antimicrobial agents. 
The invention further concerns an antimicrobial and/or cytotoxic method for treating plants. 
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(57) Abrege : L invention conceme de nouveaux peptides, particuli^rement de plantes, pr6sentant une activity anti-microbienne et 
une activity cytotoxique, particuli^rement pour les cellules v^g^ales. U invention conceme aussi les polynucleotides codant pour les- 
dits peptides, les vecteurs comprenant lesdits polynucleotides, les microorganismes et les cellules transform6es avec lesdits vecteurs, 
les organismes transg^niques dont tout ou partie des cellules contiennent et/ou expriment lesdits vecteurs, les utilisations desdits pep- 
tides et desdits polynucleotides, particuli^ment comme agents anti-microbiens, sp^cifiques des plantes, et un proc^de de traitement 
anti-microbien et/ou cytotoxique des plantes. 
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Nouveau peptide de plante a activite anti-microbienne 

La presente invention est relative a de nouveaux peptides 
Isolds, naturels ou synth^tlques, a activite anti-microbienne, aux 
polynucleotides codant pour lesdits peptides, aux vecteurs comprenant lesdits 

5 polynucleotides, aux microorganlsmes et aux cellules transformees avec 
lesdits vecteurs, aux organismes transgeniques non humains dont tout ou 
partie des cellules contiennent et/ou expriment lesdits vecteurs, aux 
utilisations desdits peptides et desdits polynucleotides, particulierement 
comme agents anti-microblens specifiques des plantes, alnsi qu'a un precede 

10 de traitement anti-microbien des piantes. 

Des peptides issus de plantes a activite anti-microbienne, sent 
connus dans I'art anterieur. A cet egard, on peut citer les peptides k activity 
lytique tels que les defensines, les cecropines, les thionines, les mellitines, 
issues de mammiferes ou encore les d6fensines, les magainines, les 
15 attacines, les dipterines, les sapecines, les caerulines, les xenopsines, isolees 
a partir d'insectes. Des hybrides de ces peptides ont egalement ete d6crits. 

Des peptides de lapins ont egalement ete decrits pour leur 
activite antl-mlcrobienne, ainsi que des peptides ^ activite hydrolytlque 
comme la chitinase ou la p-1 ,3-glucanase. 

20 Parmi les peptides issus de plantes, on peut citer ceux decrits 

dans les brevets US 6,147,281, US 6,150,588 ou encore US 5,424,395. 

Le brevet US 6,147,281 decrit des peptides ayant une activit6 
anti-microbienne sur les pathogenes de plantes, presents dans des feuilles 
dtiolees d'orge. Ces peptides presentent particulierement une activity centre 
25 Corynebacterium sepedonicum. 

Le brevet US 6,150,588 decrit des peptides ayant une activite 
anti-microbienne sur les patiiogenes de plantes et pouvant etre isoles a partir 
de graines d'Aralia ou d'Impatiens. 

Le brevet US 5,424,395 decrit des peptides derives de la 
30 magainine 2 ayant une activite anti-microbienne sur les pathogenes de 
piantes. 

Les peptides normalement presents dans les plantes et 
presentant une activite anti-microbienne constituent une classe d'agents de 
lutte biologique centre les agents pathogenes particulierement interessante. 
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LMdentification de nouveaux composes derives de plantes. susceptibles de 
presenter une activite anti-microbienne specifique vis-^-vis des plantes 
permet d'envisager le developpement de nouveaux biopesticides qui 
constituent un reservoir de produits en cas d'apparition de resistance. C'est 
dans ce cadre que se place la presente invention. 

De maniere surprenante et inattendue. les Inventeurs ont isole 
dans Arabidopsis thaliana un peptide qui presente la particularite d'avoir une 
activity anti-microbienne. particulierement centre les agents pathogenes des 
plantes. Dans son activite anti-microbienne, ledit peptide presente une activity 
au moins bacl6riostatique, eventuellement bactericide. Tres particulierement. 
ledit peptide presente une activite anti-microbienne specifique de certaines 
esp^ces bacteriennes. particulierement d'especes pathogenes des plantes. 
comme par exemple Xanthomonas campestris, Pseudomonas syringae ou 
encore Erwinia amylovora. 

L'activite anti-microbienne peut se manifester sous la fomne 
de deux actions dlstinctes : inliibition "microbicide" (bactericide, virucide ou 
fongicide). qui consiste ^ tuer lesdits microorganismes ; et intiibition 
"microbiostatique" (bacteriostatique. virostatique ou fongistatique) qui consiste 
^ reduire ou a inliiber les capacites de proliferation desdits microorganismes. 

En consequence, I'invention a pour objet un peptide isole. 
natural ou synthetique, comprenant au moins I'une quelconque des 
sequences SEQ ID NO : 1 a SEQ ID NO : 10 suivantes : 

SEQ ID N° 1 : Met-Trp-Trp-Leu-Val-Gly-Leu-Thr-Pro-Val-Glu-Leu- 
lleu-Hls-Leu-Ri 

SEQ ID N" 2 : Met-Trp-Trp-Leu-Val-Gly-Leu-Thr-Pro-Val-Glu-Leu- 
lleu-Hls-Leu-Ri-Ala 

SEQ ID N" 3 : Met-Trp-Trp-Leu-Val-Gly-Leu-Thr-Pro-Val-Glu-Leu- 

lleu-His-Leu-Ri-Ala-Phe 

SEQ ID N" 4 : Met-Trp-Trp-Leu-Val-Gly-Leu-Tlnr-Pro-Val-Glu-Leu- 
30 lleu-His-Leu-Ri-Ala-Phe-Arg 

SEQ ID N" 5 : Met-Trp-Trp-Leu-Val-Gly-Leu-Thr-Pro-Val-Glu-Leu- 
lleu-His-Leu-Ri-Ala-Phe-Arg-Glu 

SEQ ID N** 6 : Met-Trp-Trp-Leu-Val-Gly-Leu-Thr-Pro-Val-Glu-Leu- 
lleu-His-Leu-Ri-Ala-Phe-Arg-GIu-Arg 
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SEQ ID N" 7 : Met-Trp-Trp-Leu-Val-Gly-Leu-Thr-Pro-Val-Glu-Leu- 
lleu-His-Leu-Ri-Ala-Phe-Arg-Glu-Arg-Leu 

SEQ ID N° 8 : Met-Trp-Trp-Leu-Val-Gly-Leu-Thr-Pro-Val-Glu-Leu- 
lleu-Hls-Leu-Ri-Ala-Phe-Arg-Glu-Arg-Leu-R2 

5 SEQ ID N" 9 : Met-Trp-Trp-Leu-Val-Gly-Leu-Thr-Pro-Val-Glu-Leu- 

lleu-Hls-Leu-Ri-Ala-Phe-Arg-Glu-Arg-Leu-Ra-His 

SEQ ID N" 10 : Met-Trp-Trp-Leu-Val-Gly-Leu-Thr-Pro-Val-Glu-Leu- 
lleu-His-Leu-Ri-Ala-Phe-Arg-Glu-Arg-Leu-R2-His-Leu 

dans lesquelles Ri et R2 repr6sentent, independamment ou 
10 simultan6ment. une cysteine ou une serine. 

Le peptide selon I'Invention comprend au molns la sequence 

SEQ ID NO :1. 

Selon un mode de realisation avantageux de ('invention, ledit 
peptide rSpond a I'une quelconque des sequences SEQ ID NO : 1 a SEQ ID 
15 NO : 10, telles que d§finies ci-dessus. 

Par isol6, on entend ici tout peptide de quelque origine qu'il 
soit, qui aura, a partir de sa source, subit au moins une §tape 
d'enrichissement. Ainsi, I'invention couvre aussi bien des extraits bruts, par 
exemple de v§g§taux ou de cellules vSg^tales, contenant au moins un peptide 
20 selon I'invention, que des formes de celui-ci beaucoup plus pures. 

De maniere avantageuse, le peptide selon I'invention peut 
§tre soit isole de plantes (Arabidopsis thaliana par exemple) soit obtenu par 
syntli§se chimique ou encore par des moyens biotechnologiques comme par 
exemple a partir de microorganismes, de cellules de plantes ou d'animaux, 
25 voire d'organismes modifies, qui n'expriment normalement pas ledit peptide. 

L'invention a 6gaiement pour objet un peptide isole, dont la 
sequence est substantieliement homologue ^ I'une au moins des sequences 
SEQ ID NO : 1 a SEQ ID NO : 10, telles que d6finies ci-dessus. 

On considere Ici qu'un peptide pr6sente une sequence 
30 substantieliement iiomologue iorsque sa sequence en acides amines 
pr6sente au moins 60% de similarity avec la sequence en acides amines d'au 
moins I'une des sequences SEQ ID NO : 1 d SEQ ID NO : 10 et que le 
peptide a conser\/6 son activite initiale anti-microbienne, particuli^rement son 
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activite specifique vis-S-vis de microorganismes pathog§nes de piantes. 

Par 60% de similarity entre un peptide P et les sequences 
SEQ ID NO : 1 a 10, on entend que lorsque les deux peptides sont alignes, 
60% des acides aminis de P sont identiques a I'acide amin6 correspondant 
5 des sequences SEQ ID NO : 1 ^ 10, ou sont remplaces par un acide amine du 
meme groupe. 

Par acide amin6 de m§me groupe, on entend un acide amine 
poss6dant des propri§tes chimiques senslblement identiques. En particulier, 
on entend par ce terme des acides amines ayant senslblement la m§me 
10 charge et/ou la m§me taille, et/ou la m§me hydrophilie ou hydrophobie et/ou 
la meme aromaticite. 

De tels groupes d'acides amines Inciuent notamment ; 
(i) glycine, alanine 
(il) isoleucine, leucine, valine 
15 (ill) tryptophane, tyrosine, phenylalanine 

(iv) acide aspartique, acide glutamique 

(v) arginine, lysine, histidine 

(vi) serine, threonine 

D'autres substitutions peuvent §tre envisagees, dans 
20 lesquelles on remplace un acide amin6 par un autre acide amin^ comparable 
mais non naturel (hydroxyproline, norleucine, ornithine, citruiline, 
cyclohexylalanine, acides amines dextrogyres ) 

Le fait que le peptide selon IMnvention presente les propri6t6s 
anti-microbiennes pr§c6demment d6crites pemriet d'envisager son utilisation 

25 comme agent antl-microbien, particuli^rement dlrig§ centre les agents 
pathogdnes de piantes. Tres particuii§rement, le peptide selon IMnvention peut 
§tre utilise comme agent bacteriostatique, 6ventuellement bactericide, encore 
plus particulierement comme agent anti-microbien specifique de 
Xanthomonas campestris, de Pseudomonas syn'ngae ou encore d'Erwinia 

30 amylovora. Cela permet d'envisager son utilisation comme biopesticide, ne 
pr§sentant pas d'effets secondaires toxiques sur I'environnement. 

L'invention a egalement pour objet rutilisation d'un peptide, 
isole, comprenant ou r§pondant a au moins I'une quelconque des sequences 
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SEQ ID NO : 1 a SEQ ID NO : 10, comme agent anthmicroblen, 
particulierement dirige centre les agents pathogenes de plantes. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite utilisation, 
iedit peptide seion i'invention est un agent bacteriostatique, eventuellement 
5 bactericide, et encore plus particulierement un agent anti-micro bien specifique 
de Xanthomonas campestris, de Pseudomonas syringae ou 6'Erwinia 
amylovora. 

De maniere surprenante, ies Inventeurs ont montre que : 

- les peptides selon I'invention comprenant ou repondant a au 
10 moins Tune quelconque des sequences SEQ ID NO : 1 ^ SEQ ID NO : 10, 

dans lesquelies Ri represente une serine, conservent leur activite anti- 
microbienne ; 

- les peptides selon {'invention comprenant ou repondant a au 
moins Tune quelconque des sequences SEQ ID NO : 2 a SEQ ID NO : 10, 

15 dans lesquelies Ri represente une cysteine ou une serine et R2 represente 
une cysteine, presentent une activite cytotoxique ; 

- les peptides selon {'invention comprenant ou repondant a au 
moins I'une quelconque des sequences SEQ ID NO :8a 10, dans lesquelies 
Ri represente une cysteine et R2 represente une serine, presentent une 

20 activity cytotoxique fortement reduite, voire inhibee, alors que Tactivite anti- 
microbienne est conservee ; 

- les peptides selon invention comprenant ou repondant ^ au 
moins Tune quelconque des sequences SEQ ID NO :8a 10, dans lesquelies 
Ri et R2 represented simultanement une serine, presentent une activite 

25 cytotoxique. 

L'activite cytotoxique du peptide selon {'invention est perdue 
lorsque le peptide comprend ou repond uniquement a la sequence SEQ ID 
NO : 1. 

En consequence, la presente invention a egalement pour 
30 objet Tutilisation d'au moins un peptide comprenant ou repondant a au moins 
Tune des sequences SEQ ID NO : 2 a SEQ ID NO : 10, dans lesquelies Ri 
represente une cysteine ou une serine et R2 represente une cysteine, ou 
lorsqu'il comprend ou qu'il repond a au moins Tune des sequences SEQ ID 
NO : 8 a SEQ ID NO : 10, dans lesquelies Ri et R2 represented 
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simultan6ment une serine, comme agent cytotoxique. particulierement cx)mme 
agent cytotoxique pour les cellules veg§tales. 

La presente invention a 6galement pour objet Tutilisation du 
peptide selon I'invention comprenant ou r6pondant a au moins Tune des 
5 sequences SEQ ID NO : 2 S SEQ ID NO : 10, dans lesquelles Ri repr6sente 
une cysteine ou une serine et Rz represente une cysteine, ou lorsqu'il 
comprend ou qu'il r§pond a au moins I'une des sequences SEQ ID NO : 8 a 
SEQ ID NO : 10, dans lesquelles Ri et Ra represented simultanement une 
serine, comme agent desherbant. 
10 L'invention a aussi pour objet I'utilisation du peptide selon 

I'invention lorsqu'il comprend ou qu'il repond a au moins Tune des sequences 
SEQ ID NO : 8 & SEQ ID NO : 10, dans lesquelles Ri repr6sente une cysteine 
et Ra repr6sente une serine, comme agent anti-microbien non cytotoxique, 
particulierement dirige centre les agents pathogenes de plantes. 
15 De maniere avantageuse, les fonctions carboxyles et amines 

libres des peptides selon I'invention peuvent §tre prot6g6es. 

Les groupements protecteurs usuels sont blen connus. Par 
exemple, le peptide selon I'invention peut §tre un peptide pour lequel le 
groupement carboxyllque C-tenminal, et 6ventuellement les autres 
20 groupements carboxyliques presents dans la mol6cule, sont sous la fomne 
d'un ester (ester d'alkyte inferieur ayant de 1 a 4 carbones) ou d'un amide, 
et/ou celui pour lequel le groupement amine N-tenninal, et eventuellement les 
autres groupements amines presents dans la molecule, sont sous fonme 
acyl6e (par exemple ac^tylee). Plus g^neralement. I'invention inclut non 
25 seulement les sels d'addition du peptide avec des sels organiques 
carboxyliques et les acetates, mais aussi d'autres sels d'addition tels que par 
exemple les trifluoroac^tates. ainsi que les sels d'addition du peptide avec les 
acldes mineraux tels que les sulfates, les chlorhydrates. etc. L'invention inclut 
6galement les sels resultant de la salification du (ou des) groupe carboxyllque. 
30 et notamment les sels des m§taux alcalins ou alcalino-ten-eux tels que les sels 
de sodium ou de calcium. 

L'invention a 6galement pour objet une composition 
comprenant au moins un peptide comprenant ou repondant a au moins I'une 
quelconque des sequences SEQ ID NO : 1 a SEQ ID NO : 10. telles que 
35 decrites precedemment et au moins un vehicule approprie. 
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La composition selon I'invention peut §tre une composition a 
usage alimentaire, phamiaceutique, v6terinaire, (composition anti- 
microbienne ou conservatrice) ou bien entendu encore une composition a 
usage agricole (biopesticide et/ou deslierbant). 
5 L'invention a 6galement pour objet un polynucleotide isole, 

nature! ou synth6tlque, caract6rls6 en ce qu'il comprend au moins une 
sequence codant pour I'un au moins des peptides selon l'invention, a 
I'exception de I'acide d6soxyribonucleique (ADN) g6nomique 6'Arabidopsis 
thaliana. 

10 Selon un mode de realisation avantageux dudit 

polynucleotide, 11 comprend au moins Tune des sequences SEQ ID NO : 11 a 
SEQ ID NO : 20 suivantes : 

SEQ ID NO : 11 : ATG TGG TGG CTA GTT GGA CTT ADA CCA 
GTT GAG TTG ATC CAT CTT R3 
15 SEQ ID NO : 12 : ATG TGG TGG CTA GTT GGA CTT ACA CCA 

GTT GAG TTG ATC CAT CTT R3 GCA 

SEQ ID NO : 13 : ATG TGG TGG CTA GTT GGA CTT ACA CCA 
GTT GAG TTG ATC CAT CTT R3 GCA TTT 

SEQ ID NO : 14 : ATG TGG TGG CTA GTT GGA CTT ACA CCA 
20 GTT GAG TTG ATC CAT CTT R3 GCA TTT CGA 

SEQ ID NO : 15 : ATG TGG TGG CTA GTT GGA CTT ACA CCA 
GTT GAG TTG ATC CAT CTT R3 GCA TTT CGA GAG 

SEQ ID NO : 16 : ATG TGG TGG CTA GTT GGA CTT ACA CCA 
GTT GAG TTG ATC CAT CTT R3 GCA TTT CGA GAG CGT 

25 SEQ ID NO : 17 : ATG TGG TGG CTA GTT GGA CTT ACA CCA 

GTT GAG TTG ATC CAT CTT R3 GCA TTT CGA GAG CGT CTC 

SEQ ID NO : 18 : ATG TGG TGG CTA GTT GGA CTT ACA CCA 
GTT GAG TTG ATC CAT CTT R3 GCA TTT CGA GAG CGT CTC R4 

SEQ ID NO : 19 : ATG TGG TGG CTA GTT GGA CTT ACA CCA 
30 GTT GAG TTG ATC CAT CTT R3 GCA TTT CGA GAG CGT CTC R4 CAT 

SEQ ID NO : 20 : ATG TGG TGG CTA GTT GGA CTT ACA CCA 
GTT GAG TTG ATC CAT CTT R3 GCA TTT CGA GAG CGT CTC R4 CAT 
CTC 
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dans laquelle R3 et R4 representent, ind^pendamment ou 
simultanfement, un codon cysteine ou un codon serine. 

Selon una disposition avantageuse de ce mode de realisation, 
le polynucleotide selon I'invention repond d I'une des sequences SEQ ID NO : 
5 11s SEQ ID NO : 20, dans laquelle R3 et R4 representent un codon cysteine 
ou un codon serine. 

Le polynucleotide selon I'invention peut §tre sous la forme 
d'acide d6soxyribonucl6ique (ADN) ou d'acide ribonucleique (ARN), simple 
brin ou double brin. 

10 Le polynucleotide selon I'invention peut §tre deduit de la 

sequence de I'un quelconque des peptides selon I'invention et synthetlse a 
I'aide d'un synthetiseur a ADN. Le polynucleotide peut 6galement §tre obtenu 
S partir de banques d'ADN, particulierement de banques d'ADN de cellules 
v6g6tales. tres particulierement & partir d'une banque d'ADN de cellules 

15 d'Arabidopsis thaliana. 

L'invention a egalement pour objet une composition 
comprenant, dans un milieu appropri6. au moins un polynucleotide, tel que 
decrit precedemment, et au moins un vehicule approprie. 

Pour I'expression desdits peptides selon I'invention, les 

20 polynucleotides peuvent avantageusement etre introduits dans un vecteur 
approprie. 

Le vecteur utilise peut etre tout vecteur connu de I'art 
anterieur. Particulierement, on peut citer comme vecteurs utilisables selon 
I'invention les plasmides, les virus ou encore les bacteriophages. 

25 Panmi les plasmides utilisables selon I'invention, on peut citer 

ceux decrits par R. L. Rodriguez et D. T. Denhardt (A Survey of Molecular 
Cloning Vectors and Their Uses, Buttenworths. Boston, 1998) ou encore par J. 
Sambrook et al., (Molecular cloning. Cold Spring Arbor, 2001) 

Particulierement, les vecteurs pMOSBlue®, vendus par la 
30 societe Amersham, les vecteurs pGEM®-T et pGEM®-T easy vendus par la 
societe Promega ou encore les plasmides du type Agrobacterium Ti (H. De 
Greve et al., J. Mol.. Appl. Genet., 1, (1982), 499-511) peuvent 
avantageusement etre utilises. 

Ledit vecteur peut comporter en outre toutes sequences 
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r6gulatrices requises pour la replication du vecteur et/ou rexpression du 
peptide cod§ par le polynucleotide (promoteur, sites de termlnaison, etc). 

Dans une construction particulidrement int§ressante, le 
polynucleotide selon I'invention est place sous la dependance d'un promoteur 
5 inductible, rendant ainsi la synthase du peptide dependante de conditions 
prSdefinies, par exemple de conditions environnementales, de la presence 
d'un agent pathogene ou d'un agent chimique. 

L'invention a done aussi pour objet un vecteur comprenant 
I'un quelconque des polynucleotides tels que decrits prec§demment, 
10 comprenant ou repondant ^ I'une au moins des SEQ ID NO : 11 a SEQ ID 
NO:20 dans lesquelles R3 et R4 repr6sentent, ind§pendamment ou 
simultan6ment, un codon cysteine ou un codon serine. 

L'invention a en outre pour objet I'utilisation d'un 
polynucleotide ou d'un vecteur tels que decrits precedemment pour la 
15 preparation d'un peptide selon l'invention. 

L'invention a aussi pour objet un systeme biologique modifie 
dans lequel, au moins un polynucleotide selon I'invention ou au moins un 
vecteur de I'invention a 6te introduit 

Un tel systeme biologique peut etre par exemple un 
20 microorganisme, comme une bacterie telle que Escherichia coli, un endophyte 
comme ceux decrit dans les Demandes Intemationales WO90/13224, 
WO91/10363, WO87/03303, WO94/16076 ou encore la Demande de Brevet 
EP-1 25468 ou encore une levure telle que Saccharomyces cerevisiae, une 
cellule comme par exemple une cellule d'insecte, une cellule animale ou une 
25 cellule vegetale. 

L'invention a 6galement pour objet rutllisatlon du 
polynucleotide selon l'invention et/ou du vecteur de l'invention pour la 
preparation d'un systeme biologique modifie, celui-ci pouvant etre un 
microorganisme, un endophyte, une levure ou une cellule eucaryote. 

30 L'invention a aussi pour objet une composition comprenant au 

moins un systeme biologique tel que decrit precedemment et au moins un 
vehicule approprie. 

L'invention a aussi pour objet I'utilisation d'au moins un 
systeme biologique modifie tel que decrit precedemment ou d'une composition 
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comprenant au molns un systeme biologlque modifie telle que d6crite 
pr6cedemment comme agent anti-microbien, particulierement dirig§ centre les 
agents pathogenes de plantes, et/ou comme agent cytotoxique. 

Le systeme biologique modifie peut eventuellement en outre 
5 permettre la secretion du peptide selon {'invention dans un milieu de culture 
rendant son extraction et sa purification plus faciles. 

Ulntroduction du polynucl6otide et/ou du vecteur selon 
{•Invention dans le systeme biologique modifie Ii6te, peut se faire par toute 
methode connue, comme par exemple ia transfection, IMnfection, la fusion, 
10 r6{ectroporation, {a microinjection ou encore la biolistique. 

L'invention a encore pour objet un organisme transgenique 
non Jiumain dont tout ou partie des cellules contient le polynudeotide selon 
rinvention ou le vecteur de {'invention, sous une forme iibre ou integree. 

Particulierement. I'organisme transgenique de invention est 
15 un vegetal transgenique. 

Le vegetal transgenique peut appartenir a toute espece 
vegetale, particulierement a une espece vegetale susceptible d'etre infectee 
par Xanthomonas campestris et/ou Pseudomonas syringae et/ou Erwinia 
amylovora. 

20 On peut citer a titre d'exemple pour Xanthomonas campestris, 

le chou, la luzeme, le soja, le coton, le pois ou encore les cereales, pour 
EnA/inia amylovora, le polrier, le pommier ou encore la pomme de terre et pour 
Pseudomonas syringae, la banane, le ble ou encore les vegetaux de la famille 
des Citrus. 

25 L'organisme transgenique de l'invention, particulierement le 

vegetal transgenique, lorsqu'il exprime le peptide selon Tinvention, presente 
une resistance amelioree aux pathogenes, particulierement aux 
pliytopathogenes, tres particulierement a Xanthomonas campestris et/ou 
Pseudomonas syringae et/ou En/vinia amylovora. 

30 L'invention a done aussi pour objet un organisme 

transgenique non humain. particulierement un vegetal transg6nique 
presentant une resistance amelioree aux pathogenes, particulierement aux 
phytopathogenes, tres particulierement a Xanthomonas campestris et/ou 
Pseudomonas syringae et/ou Erwinia amylovora. 
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Toute methode de preparation d'organisme transgenique, 
parliculierement les methodes appliquees aux vegetaux peuvent etre utilis§es 
pour la preparation des organismes transgeniques de I'invention. 

A cet egard on peut citer les methodes d§crites dans Plant 
5 gene Transfer and Expression Protocols - Methods in Molecular Biology 
(Humana Press, H. Jones editeur, 1995, 49 : 39-48) ou encore celles decrites 
par P. Gallois et al., dans Plant Cell Electroporation and Electrofusion 
Protocols - Methods in Molecular Biology, (Humana Press, J.A. Nickoloff 
6diteur. 1995, 55, 89-108) 

10 Uavantage des organismes transgeniques de Tinvention 

reside dans le fait qu'ils expriment de maniere constitutive le peptide anti- 
microbien, de I'invention. 

L'invention a 6galement pour objet un anticorps, polyclonal ou 
monoclonal, dirige centre au moins Tun des peptides selon Tinvention. 

15 Toute methode de preparation des anticorps connue de I'art 

anterieur peut etre mise en oeuvre pour obtenir les anticorps de I'invention. 

L'invention a en outre pour objet un precede de detection du 
polypeptide selon {'invention, caracterise en ce que dans une premiere etape 
on met en contact un milieu susceptible de contenir ledit peptide et un 
20 anticorps selon i'invention et dans une deuxieme etape on d6tecte les 
complexes formes par Tanticorps et le peptide. Ce proced§ est 
parliculierement intSressant pour dStecter des traces de biopesticides dans un 
environnement particulier. 

L'invention a egalement pour objet un precede de traitement 
25 anti-microbien, et/ou cytotoxique dans lequel on met en contact par tout 
moyen approprie (application, epandage, pulverisation, ...) un oi^anisme, 
particulierement un vegetal, et au molns un agent anti-microbien et/ou 
cytotoxique choisi parmi au moins Tun des peptides tels que decrits 
prec6demment et/ou I'un des vecteurs et/ou Tun des polynucleotides et/ou Tun 
30 des systemes biologiques et/ou une composition, precedemment d6crits. 

En agriculture, le precede de traitement de l'invention peut 
etre mis en application selon toutes les formes utilisees en agriculture, comme 
par exemple de fagon traditionnelle en application exteme en champ, par 
exemple par pulverisation ou Epandage d'une composition liquide de 
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rinvention, en additif d'enrobage de graines ou dans une strategie de plantes 
transg6niques. 

Outre les dispositions qui precedent, I'Inventlon comprend 
encore d'autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui 
5 se r6fere a des exemples de mise en ceuvre de ("invention ainsi qu'aux 
dessins annexes, dans lesquels : 

- La figure 1 pr^sente les r^sultats obtenus lors d'une 
amplification PGR sur les ADN complementaires obtenus a partir d'ARN de 
jeunes siliques d'Arabidopsis thaliana. 

10 - La figure 2 pr^sente les r^sultats des essais realises en vue 

de mettre en Evidence le (ou les) codons d'initlatlon (ATG) fonctionnels dans 
le transcrit SUP25. Dans le panneau 2A, la fleche indique la position des ATG 
et I'octogone ia position des codons stop. 

- La figure 3 pr^sente les r^sultats d'un test de phytotoxlcit§ 
15 du peptide (SUP16) de 16 acides amines repondant a la sequence SEQ ID 

NO : 1 et du peptide (SUP25) de 25 acides amines repondant d ia sequence 
SEQ ID NO : 10. 

- La figure 4 pr§sente les resultats des essais realises en vue 
de detemniner la concentration optimale pour I'activlte cytotoxique du peptide 

20 (SUP25) de 26 acides amines r6pondant a la sequence SEQ ID NO : 10. 

- Les figures 5A et 5B pr6sentent les r§sultats d'une 
experience de marquage TUNEL sur des protoplastes soumis a diff§rents 
variants du peptide. 

Les exemples suivants sent illustratifs de I'invention et ne la 
25 limitent aucunement. 

EXEMPLE 1 : Materiel et Methodes 
1) Nomenclature : 

SUP25 et pep25 d6signent le peptide de 25 acides amin6s 
correspondant a la sequence SEQ ID NO : 10. 

30 SUP16 et pep16 designent le peptide de 16 acides amines 

correspondant a la sequence SEQ ID NO : 1 . 

PepDS d^signe un peptide SUP25 dont les acides amines 4 d 
15 ont^t6 retires. 
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Pep1S designe un peptide SUP 25 dont la cysteine en 
position 23 a 6t6 remplac§e par une serine. 

Pep2S designe un peptide SUP 25 dont les cysteines en 
position 16 et 23 ont ete remplacees chacune par une serine. 

5 2) Materiel vegetal 

Toutes les experiences ont ete realisees sur Arabidopsis 
thaliana. Deux ecotypes sauvages ont ete utilises : 

> Columbia (Col-0) pour I'ensemble des transformations par la 
methode in plants. 

10 > C24, ecotype ayant sen/i a la confection du piege a promoteur. 

3) Materiel bacterien 
Escherichia coli : souche DH5ct 

Xanthomonas campestris pv campestris : souche 8004 
Pseudomonas syringae pv tomato ; souche DC3000 
15 EnAfinia amylovora : souche 1430 

4) Materiel nucleique 

4- 1. Plasmldes 

4.1. a. Plasmldes de clonage de fragments PGR et de 
produits de digestion. 

20 Les plasmldes qui ont 6t6 utilises pour doner les fragments 

PGR en utilisant le principe du 'TA cloning" sont le pMOSBlue®, vendu par la 
society Amersham, les vecteurs pGEM®-T et pGEM®-T easy vendus par la 
soci6t§ Promega. Ces trois vecteurs contiennent le gene conferant la 
resistance a rampicilline aux bacteries qui les contiennent. De plus, ils portent 

25 le g§ne lacZ qui penmet une selection des plasmides ayant effectivement 
incorpore un Insert. Leur h6te est la bact6rie E. coli (DH5a) Ces memes 
plasmides, refermes sur eux-memes, ou encore le vecteur pBluescript 11 SK® 
(pBSK, Stratagene), ont ete utilises pour le clonage de produits de digestion. 

4.1. b. Plasmldes de clonage utilises comme vecteur de 
30 transformation transitoire : 

Tous les plasmides cites ci-dessus peuvent servir de vecteur 
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d'expression transitoire. 

> Pour les fusions traductionnelles le plasmide utilise 
a 6t6 pRTL2-EGFP (Restrepo A. Freed DD. Carrington JC, Nuclear 
transport of plant potyviral proteins. Plant Cell. 1990 Oct. ; 2 (10) : 987-98). 

5 > Pour la construction des cassettes d'expression 

sens et antlsens de la prot6lne SUP25, rampllflcatlon PGR du gene ou de 
I'antisens est faite gr§ce aux amorces pepS-3X et pepS-5H ou pepAS-5S 
et PepAS-3H. Le fragnrient amplifie est clone dans pGEM®-T, I'insert est 
excise par les enzymes de restriction Ncol et NoH puis insert dans 

10 pRTL2-EGFP linearise par les m§mes enzymes et purifi6 sur gel 
d'agarose. 

4.2. Oligonucleotides 
Les sequences des amorces utilisees sont donnees 



ci-dessous. 



N" 


Nom 


Sequence 


Objet 


SEQ ID NO : 21 


PepS-5H 


CAAGTAAGCTT 
GCTCAGTTG 


Clonage de I'ORF SUP25 en 
fusion avec les cp^rateurs dans le 
vecteur binaire 


SEQ ID NO : 22 


PepS-3X 


GCTCTAGATAC 
TTAGAGATGAC 
AGAGACG 


Clonage de I'DRF SUP25 en 
fusion avec les operateurs dans le 
vecteur binaire 


SEQ ID NO : 23 


PepAS-5S 


ACTGAGCTCGT 
TGTAI 1 1 1 lAAT 
CGAATGG 


Clonage de I'antl SUP25 en fusion 
avec les op^rateure dans le 
vecteur binaire 


SEQ ID NO : 24 


PepAS-3H 


ACGGAAGCTTT 
ACTTAGAGATG 
ACAGAGACG 


Clonage de I'anti SUP25 en fusion 
avec les operateurs dans le 
vecteur binaire 


SEQ ID NO : 25 


OTi-05 


CGTCTTCGAGA 
AAAGTGTTAG 


RT-PCR 


SEQ ID NO : 26 


OEx-Ti-15 


ATCAGTCAGAC 
AGTCAAATTC 


RT-PCR 


SEQ ID NO : 27 


OPendS 


TACTTAGAGAT 
GACAGAGACG 


RT-PCR 



15 D'autres amorces commerclales comme T7, T3, T7 term, SP6 

et U19 ont ete utilisees en routine dans les experiences de clonage. 

5) Milieux de culture et solutions 

5. 1 . Milieu de culture pour plantes 



wo 2004/005329 



;T/FR2003/002077 



15 

Milieu de germination MS : milieu Murashige et Skoog avec 
vitamine B5 (Duchefa) 2.2 g/l : MES (Sigma) 0,5 g/l ; glucose 5g/l ; pH 5,7 
avec KOH 1M ; Plant agar 7g/l (Duchefa). 

5.2. Milieux de selection : 
5 Antibiotiques : 

Kanamycine : 50 mg/l. (selectionne I'activite n6omycine 
phosphotransferase du gene nptif). 

Hygromycine : 30 mg/l. (s§lectlonne Tactivite hygromycine 
phosphotransferase du gene hpt). 
10 Methotrexate : 0,1 mg/l (selectionne I'acHvite dihydrofolate 

reductase du gene dhfr). 

5.3. Milieux de culture pour Escherichia coli : 

Milieu LB (Luria-Bertani) liquide : extrait de Levure 5g/l ; 
bactotryptone 10g/l ; NaCI 10g/l. 
15 Milieu 2XL liquide : extrait de Levure 10g/l ; bactotryptone 

20g/l ; NaCI 1g/l ; glucose 2 g/l. 



kanamycine : 50 mg/l ; chloramphenicol (stock dans I'ethanol) : 12,5 mg/l. 




5.4. Solutions et tampons : 



5.4.a. Tampons relatifs aux extractions d'acides 



25 nucleiques : 



Tampon d'extraction de I'ADN genomique de plante : 
Methode Dellaporta : Tris-HCI (pH 8) 100 mM ; EDTA (pH 8) 



50 mM ; NaCI 0,5M ; p-mercaptoethanol 10 mM. 



Tampon d'extraction de I'ARN de plante (REB) : Tris-HCI (pH 



30 8) 25 mM ; EDTA 25 mM ; NaCI 75 mM ; SDS 1 %. 



Tampon TE : Tris-HCI (pH 8) 10 mM ; EDTA (pH 8) 2 mM. 
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6.4.b. Tampons relatlfs aux Electrophoreses en gels 

d'agarose : 

> Gels d'ADN 

Tampon TBE : Tris-HCI 89 mM ; acide borique 89 mM ; EDTA 

5 (pH 8) 2 mM. 

Tampon TAE : Tris-HCI 40 mM ; acide acetique 40 mM : 
EDTA (pH 8) 1 mM. 

Tampon de charge ADN 10x : xylene cyanol FF 0,25% ; bleu 
de bromophenol 0,25% ; glycerol 30%. 
10 > Gels d'ARN 

Tampon MOPS 5x : MOPS 0,1 M ; ac6tate de sodium 40 mM; 
EDTA (pH 8) 5 mM. 

Tampon de charge ARN, par echantillon : tampon MOPS 5x 
2 \i\ ; formaldehyde 3,5 \x\ ; formamide 10 bromure d'ethidium (BEt) ^ 1 
15 mg/ml 0,2 

5.4.C. Tampons relatifs aux hybridations de type Southem 

blot 

Tampon de d6purination : HOI 0,25 N. 
Tampon de denatunation : NaOH 0,5 N - NaCI 1,5 M. 
20 SSC 20 X : NaCI 3 M ; citrate de sodium 0,3 M. 

SSPE 20 X : NaCI 3,6 M ; NaH2P04 0,2 M ; EDTA (pH 7,7) 

0,02 M. 

Denhardfs 50 x : Ficoll™ 10 g/1 ; PVP (polyvinylpynrolidone) 
10g/l;BSA10g/l. 

25 Tampon d'hybridatlon : EDTA 10 mM ; SSPE 6x ; SDS 0,5% ; 

Denhardfs 5x. 

Tampon de lavage I : SSC 2x ; SDS 0,1 %. 
Tampon de lavage II : SSC 1x ; SDS 0,1%. 

5.4.d. Tampons relatifs a I'etude de I'activitE enzymatique 

30 GUS 

> Histochimie 
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Tampon de coloration GUS : KH2PO4 40 mM ; KHPO4 60 mM, 
5-bromo-4-chloro-3-indoylglucuronide (X-gluc, Biosynth AG, Switzeriand) en 
solution dans le dimethyl fomnamide (DMF) 1 mg/ml ; azide de sodium 0,02% ; 
NaCI 50 mM ; femcyanure de sodium 0,5 mM ; fenrocyanate de sodium 0,5 
5 mM ; Triton X 1 00 0,1 % (v/v). 

> Spectrophotom6trie 

Tampon d'extraction GUS ou GFP : Tris-HCI (pH 7) 50 mM ; 
SDS 0.1% ; EDTA 10 mM ; dlthiotr^ttol (DTT) 3 mM. 

5.4.e. Tampons pour les immunoempreintes de prot6lnes 

10 Tampon d'extraction pour immunoempreintes : Tris-HCI (pH 

8,3) 10 mM ; NaCI 10 mM. 

Tampon de charge en gel d'acrylamlde : Tris-HCI (pH 6,8) 125 
mM ; SDS 4% ; glycerol 10% ; DTT 0,2 M ; bleu de bromoph6nol 0,2%. 

Colorant au Bleu de Coomassie : Bleu de Coomassie R250 
15 0,5 g/200 ml ; 6thanol 90% ; acide ac6tique 10%. 

Solution decolorante : ^thanol 10% ; aclde ac^tique 10% ; 

glycerol 3,5%. 

Tampon de transfert : Tris-base 20 mM ; glycine 150 mM ; 
methanol 20% (v/v) 

20 TBS : Tris-base 2,42 g/l ; NaCI 8 g/l ; ajuste a pH 7,6. 

TRS-T : TBS + 0,1%, Tween 20. 

Lalt ^cr6m§. 

6) Methodes : 

6.1) Methodes de physlologie v^getale 
25 6. 1 . 1 ) Conditions de culture 

> Culture en terre 

Les cultures en terre ont et§ r§alisees dans un melange de 
terreau horticole et de vermlcullte, st§rilis6 par un autoclavage a 125 "C 
pendant 20 minutes. Les plantes ont dt§ cultlv^es dans une chambre de 
30 culture, a 20-22 °C, en lumldre continue. 
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> Culture in vitro 

Pour la culture in vitro, les graines ont 6t§ st6riHs6es sous 
hotte a flux laminaire, par incubation dans un prodult sterilisant (Domestos. 
Unilever) ^ 10% (v/v) dans de I'eau distill§e st§rile, pendant 10 minutes. Puis 
5 elles sont rinc6es 5 fois dans de I'eau distllI6e sterile. Les graines sont ensuite 
mises a germer dans des boltes de Petri (20 x 100 mm) contenant du milieu 
g6los6 MS, avec ou sans antibiotique. Les plantes ont §t§ cultiv§es dans une 
chambre de culture. S 20-22 "C, en jours continus. 

6.2) Methodes de biologie moleculaire 
10 6. 2. 1) Manipulation de I'ADN 

6.2. 1 . A) M6thodes d'extraction 

> ADN plasmidique 

L'ADN bact6rien plasmidique a 6te extrait selon une 
procedure de lyse alcaline et purifi6 ^ I'aide de deux kits differents selon la 

15 quantit6 de plasmide requise : le kit "Higli Pure Plasmid isolation Kit" de 
Boehringer Mannheim a 6t6 utilise pour realiser des mini-preparations de 
plasmides (environ 20 jig) § parlir de 5 ml de culture saturee (E. coli souche 
DH5a). Ce kit utilise une colonne de silice pour retenir I'ADN. Le kit "Wizard™ 
Plus Midlprep DNA Purification System" de Promega a ete utilise pour extraire 

20 de plus grandes quantites de plasmide (environ 100 \ig pour les plasmides a 
grand nombre de copies) a partir de 50 ml de culture saturee (E. coli souche 
DH5a). Ce kit utilise une colonne d'hydrochlorure de guanidine pour retenir 
I'ADN. 

> ADN g^nomique 

25 M6thode Dellaporta : cette methode a 6te employee pour 

extraire rapidement et facllement de nombreux lots d'ADN genomique 
destines a la verification PGR des plantes transg6niques. Ce protocole, d6crit 
par Dellaporta (Dellaporta et al., PMB, 1983. 1, 19-21). a et6 adapte a de plus 
petits volumes pour §tre realisable en tubes de 500 nl. Cheque extrait a ete 

30 obtenu a partir de 2 S 4 feuilles (selon leur taille) d'une m§me plante 
d'Arabidopsis tiialiana. 

6.2.1 .b) Reaction de Polymerisation en ChaTne (PCR) : 
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> Sur I'ADN plasmidique ou g6nomique, apr§s extraction : 
Les reactions sont realis§es dans des tubes de 500 ^il, dans 
un volume final de 25 nI : 

"mix" : melange des constituents sulvants, prepare pour 
5 toutes les reactions PGR : 

10 pmoles de chacun des deux oligonucleotides specifiques, 

11 ^IVI de cheque dNTP, 

2,5 iii d'un tampon 10x, fourni par la compagnie 
commercialisant la polymerase, 
10 . 1 ,25 mM de MgCIa (ou MgS04, selon I'enzyme utilisee), 

1 unite d'ADN-polymerase tiiemnostable, 
ADN matrice (fonction de la polym6rase employee et du type 

d'ADN matrice), 

qsp 25 \i\ d'eau dessalee, d^ionisee et sterile. 

15 Pour les reactions PGR classlques ne n6cessitant pas 

I'obtention d'un produit de sequence strictement Identique § celle de la 
matrice, les polymerases d'ADN themnostables Dynazyme (Ozyme), Taq 
(Promega) et Tfl (Promega) ont et§ utilis6es. 

Dans ce cas, 5 ng d'ADN plasmidique ou 200 ng d'ADN 

20 g6nomique suffisent a la realisation de I'exp^rience. 

Pour obtenir un fragment amplifi§ dont la sequence est 
identique a celle de la matrice, I'enzyme de fidelite Pfu (Stratagene) a ete 
utilisee. Gette enzyme requiert une quantite de matrice plus importante : 
classiquement 100 a 150 ng de plasmide ont 6te utilises, selon les 
25 recommandations du foumisseur. Dans le cas d'une matrice d'ADN 
genomique, 500 §i 1000 ng ont 6te utilises. 

Enfin, lorsqu'un produit PGR de taille superieure a 2 kb etalt 
attendu, la PfuTurbo™ (Stratagene) a ete cholsie. Les quantites d'ADN 
matrice utilisees sont alors de 10 ng pour I'ADN plasmidique et environ 600 ng 

30 pour I'ADN g6nomique. 

Les conditions de reaction sont : 
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D6naturation 93°C. 3 min 
Denaturation 93°C. 1 min 
Hybridation entre 48 et SS^C, 1 min 
Elongation 72''C, variable** 

5 Extension finale 72°C. 10min 

**variable selon le couple d'amorces 

Tfl et PfuTurbo™ : 1 min/kb a amplifier 
Pfu : 2 ^ 3 min/kb a amplifier 
Le nombre n de cycles PGR est compris entre 30 et 40 pour 
10 les reactions mettant en jeu la Dynazyme (Ozyme), la Taq (Promega) et la Tfl 
(Promega). Pour les r6acOons r6alis6es avec les enzymes de fidelit6. le 
nombre de cycles est plus faible Qusqu'^i 25), de fagon a limlter les enreurs. 

> Sur I'ADN plasmidique contenu dans des cellules 

bacteriennes : 

15 L'amplification d'une sequence plasmidique peut directement 

se faire a partir de colonies bacteriennes, cecl pour rechercher les colonies 
correspondant aux bact6ries recombinantes (ayant effecUvement int^gre le 
plasmide contenant rinsert d'lnt6ret) Le "mix" PGR (m§me composition que 
celle donnee cl-dessus) est pr6par6 et rfeparti par 25 \i\ dans plusieurs tubes 

20 de 500 Uenzyme utilisee est la Dynazyme (Ozyme), la Taq (Promega) ou 
la Tfl (Promega). 

Les colonies sont pr§lev6es h la surface du milieu de culture 
solide d Paide de tout outil de pr6levement appropri6 (c6ne, loupe, etc.). 
repiquees sur une bolte neuve contenant du milieu de culture LB solide, et 

25 I'outil de pr6levement est plong6 dans le "mix" et brievement agite. 

Les conditions PGR sont les m§mes que celles donn§es 

precedemment. 

Dans tous les cas, 10 nl de prodult PGR auxquels est ajoute 1 
Hl de tampon de charge ADN 10x, sont d§pos6s dans un gel d'agarose 
30 (pourcentage d'agarose variable en fonction de la taille du fragment amplifle § 
observer, tampon TBE). 
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6.2. 1.c) M§thodes de clonage : 
Le clonage moleculaire passe par dlff^rentes stapes dont 
I'isolement du fragment a doner (apres action d'une endonucl§ase de 
restriction ou non - cas de produits PGR S doner directement dans un vecteur 
5 de type "TA cloning" -). I'ouverture du vecteur de clonage (sauf dans le cas 
des vedeurs de type "TA cloning"), la ligation de ces deux 6l6ments et 
I'amplification de la nouvelle constmdion apr6s son introduction dans une 
cellule bad^rienne. 

> Creation du plasmide recombinant : 
10 • Hydrolyse par des enzymes de restriction ou digestion : 

Les enzymes de restriction sont utilis§es dans les conditions 
preconis§es par les foumisseurs. Le volume d'enzyme utilise con-espond au 
maximum a 10% du volume final de la reaction de digestion. 

• D6phosphorylation des extr6mites apres digestion : 

15 La strat^gie de d^phosphorylation a ete utllis6e lorsqu'il 6tait 

necessaire d'empecher un vecteur dig§r6 par une seule enzyme de restridion 
de se refenner sur lui-meme. Dans ce cas, la phosphatase alcaline de 
Boehringer Mannheim a §te employee selon les recommendations du 
foumisseur. 

20 • Purification des fragments d'ADN 

Les purifications des fragments d'ADN ont 6te r^alis^es de 3 
fagons differentes selon le cas : 
Dialvse 

Lorsqu'il s'agissait uniquement de dessaler I'ADN (apres action d'une 
25 endonucl6ase de restriction par exemple), selon le cas et le volume a traiter. 
une simple membrane Millipore, une "spin column" (Sephadex G-50) ou 
encore une precipitation a I'ethanol suivie d'un lavage du culot obtenu a 
I'ethanol 70% ont et6 r6alises. 

Phenol/chloroforme 

30 Lorsqu'en plus des sels, une elimination des prot§ines (enzyme de restridion 
ou phosphatase alcaline) s'av6rait n6cessaire, une purification par le melange 
phenol / chlorofonne suivie d'une precipitation S l'6thanol a 6t6 r§alisee. 



wo 2004/005329 




:T/FR2003/002077 



22 



A partir d'un ael d'aaarose 

De fagon a separer le fragment d'ADN d'int6r§t d'autres 
fragments d'ADN contaminants, une 6lectrophorese en gel d'agarose (tampon 
TAE) a 6te r6alisee. Le fragment d'int§r§t a ensuite ete extrait du gel grSce au 

5 kit "QIAQuick Gel Extraction Kit" de Qiagen ou ■'Wizard™ PGR Prep" de 
Promega : le morceau d'agarose contenarit I'ADN est rendu liquids par 
chauffage puis passe sur une colonne qui fixe I'ADN. Apres une serie de 
lavages, I'ADN est §lu6 avec de I'eau et peut ainsi §tre utilise directement 
pour le clonage dans un vecteur. 

10 • Ligation de I'insert et du vecteur : 

Les ligations entre les fragments d'ADN a integrer et les 
vecteurs de clonage aux sites compatibles sont effectu6es en presence d'une 
unite d'ADN ligase du phage T4 (Promega ou Boehringer Mannheim) 
pref6rentiellement k 16°C pendant une nuit ou bien de 2 a 4 heures S 

15 temperature ambiante. La quantite totale d'ADN utilis6e est comprise entre 
200 ng et 500 ng, en respectant un rapport molaire entre le vecteur et I'insert 
de 1 : 3 a 1 : 5, dans un volume final de 10 a 20 correspondant aux 
conditions pr^conisees par le foumisseur. 

• Ligation d'un adaptateur 

20 Les oligonucleotides sont choisis pour s'apparier en laissant 

les extremites coii§sives desirees. Les oligonucleotides sont hybrld6s a 1 
pmoI/^ll dans 10 de tampon tfl IX. lis sont incub6s 1 min ^ QS'C puis 10 min 
a 45°C. Ensuite 20 ng d'oligonucl§otides (dans un volume maximal de 2 et 
100 ng de vecteur sont introduits dans la reaction de ligation. 

25 > Cas particulier du clonage direct d'un produit PGR 

Dans le cas particulier du clonage direct d'un produit obtenu 
par PGR, on utilise les enzymes Dynazyme (Ozyme), Taq (Promega) ou Tfl 
(Promega) qui ont la particularlte de rajouter de temps en temps une 
adenosine aux extremites 3' de I'ADN double brin. Des systemes de ligation 
30 exploitant cette particularity ont §t6 developp§s : il s'agit des systemes 
pMOSBlue® (Amersham), pGEM®-T et pGEM®-T easy (Promega), mettant en 
ceuvre un vecteur digere par I'enzyme EcoFN, g§n6rant des bords francs et 
ajout d'une thymidine aux extremites 3' des vecteurs. La liaison entre le 
produit PGR, purifi6 a partir d'un gel d'agarose, et le vecteur utilise ainsi le 
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princIpe dit du 'TA cloning". La reaction de ligation est realis^e dans 10 nl. 
avec la ligase foumie dans le kit et selon les instructions du fabricant. 

Lorsque rutillsation des enzymes de fidelity Pfu ou 
PfuTurbo™ (Stratagene) - qui ne rajoutent pas d'ad6nosine aux extr§mit6s 3' 

5 de I'ADN amplifie - etait requise. la technique de "A-tailIng" a ete mise en 
oeuvre : elle consiste ^ prelever 3 jil du produit PGR obtenu, a y rajouter 1 ^1 
de tampon 10x. 1 \i\ de MgS04 ^ 25 mM, 1 nl de dATP a 2mM. I nl de Tfl (a 5 
unlt6s / et 3 ii\ d'eau desall§e, d6ionis6e et sterile. L'ensemble est incub^ 
30 min a 70°C puis dialys§ 1 heure a temperature ambiante contre de I'eau 

10 d6sallee, d§ionis6e et sterile, Le fragment ainsi prepare est pret a un emploi 
direct pour la reaction de ligation dans un vecteur « TA cloning ». 

> Preparation et transfonnation de bact^ries competentes 
Les plasmides sont int6gr68 par choc themnique sulvant le 
protocole d6crit par Sambrook et al. (Molecular cloning : a laboratory manuel. 

15 a"** Ed., 1989). 

Les bacteries recomblnantes sont alors d§tect6es par 
amplification PGR au moyen d'amorces presentes dans le vecteur et/ou 
I'insert. selon le protocole decrit ci-dessus. 

6.2.1 .d) Sequengage : 

20 Les reactions de sequence ont 6t6 r§alisees par la methode 

de temiinaison d'extension de chaine (Sanger et al., PNAS, 74, 5463-5467, 
1977) en presence de dld6oxynucleotides, chacun marque par un 
fluorochrome different (PRISM Read Reaction DyeDeoxy Terminator Gycle 
Sequence Kit, Applied Biosystems). Ghaque reaction necessite 250 ng d'ADN 

25 matrice double brin et 5 pmoles d'amorce dans un volume final de 10 nl 
contenant 4 nl du melange Dye deoxy Terminator dilue 4 fois. Les prodults de 
reaction ont ete analyses par electrophorese en utilisant un s6quenceur 
AB1377A. 

6.2.1. e) Hybridation de type Southern blot 
30 > Preparation des sondes radioactives 

Les sondes utillsees dans les experiences d'hybridation de 
type Southern blot ont 6te marquees au phosphore 32 i^P) par la technique 
de PGR : elle consiste d incorporer de I'a^P-dCTP (3000 Gi/mmole). Le 
marquage par PGR est r§alis§ de la fagon sulvante : le melange reactionnel, 
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d'un volume final de 26 ^1. contlent 2 ng de plasmide contenant la sonde. 2 
pmoles de chaque amorce specffique. 50 jiCI d'a^^P-dCTP. 3.6 de dCTP 
froid. 60 nM des autres dNTP froids et 1 nl de Tfl (a 5 unites / Les 
reactions de PGR sont r§alis6es comme precedemment decrit et 
5 comprennent 20 S 25 cycles. 

La quality des sondes obtenues est testee sur gel d'agarose 
transf6r6 sur membrane de nylon et expos6 2 minutes sur un film 
radiographique. 

La sonde radioactive est alors purifi6e sur colonne a I'aide du 
10 systeme MicroSpin7m G25 Columns (Amersham) avant d'etre utilis6e. 

6.2.2) Manipulation de TARN : 
6.2.2.a) Methode d'extraction 
Les ARN totaux ont 6t6 extraits a partir de differents tissus 
d'Ambidopsis thaliana a Palde du tampon d'extraction REB et selon le 
15 protocole de Kay et al. (Science, 236, 1299-1302. 1987). Les ARN polyA+ 
sont obtenus §i I'aide d'un kit polyAtract (Promega) selon les indications du 
foumisseur. 

6.2.2.b) Hybridation d'ARN : Northem blot 

> Pr6paratfon des sondes radioactives 

20 Les sondes utillsees dans les experiences d'hybridation de 

type Northem blot ont ete marquees au phosphore 32 par la technique de 
PGR comme d6crit precedemment. 

> Gel. transfert sur membrane et hybridation 

Jusqu'a 50 ng d'ARN totaux, dans un volume de 4.5 nl. ont 
25 ete ajout§s ^ 15.5 \i\ de tampon de charge, puis d6natur6s pendant 5 min a 
65 "C. lis ont §te d§pos§s dans un gel d'agarose § 1% (tampon MOPS 1x, 
formaldehyde 2,2 M) et s6pares par §lectrophorese dans du tampon MOPS 
1x (5 min a 125V, puis 2h30 a 75V). Les ARN ont 6te colores au bromure 
d'ethidium, afin de s'assurer d'une charge homog§ne entre les differentes 
30 pistes. Apr^s deux passages de 15 min du gel dans le tampon de lavage, les 
ARN ont ete transforms pendant une nuit sur des membranes de nylon 
(membranes Hybond N+, Amersham) par capillarite (Sambrook et at., 
Molecular cloning : a laboratory manual, 2"** Ed.. 1989) en presence d'une 
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solution de SSC 20x. Les ARN ont 6t6 flx6s sur les membranes par une 
incubation de 2 heures ^ SO'C. La prehybrldation a 6te r6alis6e dans 25 ml ou 
50 ml (sulvant la taille des membranes) de tampon d'hybridation contenant 20 
mg/l d'ADN de thymus de veau denature. Apres 30 min a 2 h de 
prehybrldation a 65°C, la sonde ADN denaturee est ajoutee dans le tampon 
pour une incubation de 16 h a 65°C. Les membranes sont ensuite lavees 2 
fois 20 min a 65X avec le tampon de lavage I. Puis un dernier lavage est 
realise a 65°C pendant 10 min maximum avec le tampon II. Les signaux 
d'hybridations ont ete detectes soit par exposition de film BIOMAXTm (Kodak) 
soit par analyse d'image au Phosphorimager (Storm 640. Molecular 
Dynamics). Pour des hybrldations successives, les membranes ont 6t6 
deshybridees selon les recommandations donnees dans le manuel 
Amersham. 

6.2.2.C) Methode de RT-PCR 
L'approche de PGR par transcription inverse a ete utilisee 
dans ce travail, pour chercher, dans les jeunes siliques. des transcrits 
coHBspondant § la region d'ADN etiquet6. La methode se divise en 2 etapes 
successives : I'obtention d'ADN complementaires (ADNc) a partir d'ARN 
totaux, puis la reaction PGR proprement dite, a partir de ces ADNc. 

> Obtention d'ADNc 

La reaction de transcription inverse a §t6 reallsee a I'alde du 
kit ProSTARTullrst-Strand RT-PGR Kit (Stratagene), ^ partir d'ARN totaux 
trait6s d la DNase 1 (de fagon d llmlter les contaminations des futurs ADNc 
par de I'ADN g^nomlque. Le kit utilise la transcriptase inverse du virus de la 
Ieuc6mie murine de Moloney (MuMLV) et une amorce ollgodT. 

> PGR sur les ADNc 

Les produits de la transcription inverse sont utilises comme 
matrice pour la PGR. Les conditions sont les m§mes que celles decrites 
precedemment (cf. le paragraphe concemant la PGR) La seule difference 
reside dans le volume final de reaction (50 ]x\) et le nombre de cycles. plutSt 
eleve (30 a 45 cycles selon le cas). 

EXEMPLE 2 : Wlise en evidence d'un transcrit SUP25 : 

1) MIse en 6vldence du messager correspondant ^ la proteine 

SUP25 : 
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1.1) Extraction des ARN d'Arabidopsis thaliana : 

Les ARN totaux ont 6t6 extraits h partir de differents tissus 
d'Arabidopsis thaliana a Taide du tampon d'extraction REB et selon le 
protocole de Kay et al. (Science. 1987. 239 : 1299-1302). Les ARN polyA+ 
5 sont obtenus en utilisant le kit polyAtract (Promega). selon les instructions du 
foumlsseur. 

1 .2) Hybridation de type Northern : 

Les techniques classiques d'hybridation de type Northern 
n'ont jamais permis de mettre en evidence la presence du messager 
10 corespondent ^ la protelne SUP25 dans des extraits de siliques immatures 
d'Arabidopsis thaliana (Varoquaux. these, University de Perpignan. France, 
2000). 

Le niveau d'expression du gene natif correspondent apparait 
done en dessous du seull de detection de la technique. 
15 Afin d'augmenter la sensibillte de rexperience, I'expression du 

g6ne a 6t6 analysee par la technique de Northern sur gel de polyacrylamide 
avec des extraits d'ARN polyA^ Aucun signal d'hybridation n'a pu etre 
observe sur des extraits de 4 ng temoignant de I'absence ou de la tres faible 
expression du gene. 

20 1.3) Reaction de polymerisation en chaTne par transcription 

Inverse (RT-PCR) : 

Afin de rechercher un signal dans les jeunes siliques 
d'Arabidopsis thaliana., la technique de la transcription Inverse RT-PCR est 
utilisee. 

25 L'exp6rience est realis6e en 2 6tapes : une transcription 

inverse des ARN totaux de siliques est realis6e. sulvie d'une PGR sur les 
ADNc polyA+ ainsi obtenus. 

1.3.a) Obtention d'ADN compl6mentaires (ADNc) : 
La reaction de transcription inverse a ete realisee a I'aide du 
30 kit ProSTARTulirst-Strand RT-PCR Kit (Stratagene), a partir de 10 ng d'ARN 
totaux traites § la DNase 1 (de fagon a limiter les contaminations des futurs 
ADNc par de I'ADN genomique). Le kit utilise la transcriptase inverse du virus 
de la leucemie murine de Moloney (MuMLV) et une amorce oligodT. 
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1 .3.b) PGR sur les ADNc : 
Les 2 couples d'amorces choisis (05. Pend3) et (15, Pend3) 
sont presentes dans la figure 1 A. 

^amplification sur I'ADN genomique (figure 1B, pistes ADNg 
05 et 15) permet de verifier la taille des produits de reaction et d'apprecier la 
qualite d'amplification. Les produits d'amplification r6alis6s & I'aide de ces 2 
couples dolvent pemiettre de mettre en 6vidence 2 fragments respectivement 
de 0.23 kb (couple 15, Pend3) et de 0,81 kb (couple 05. Pend3). 

L'amplification d'un gene d'actine 2 ubiquitaire (pistes A), 
permet de controler le niveau d'amplification des ARN et d'evaluer la 
contamination d'ADN genomique par la presence d'un intron entre les 2 
amorces utilisees. 

2,5 nl de produit de la transcription inverse (a) sont utilises 
comme matrice pour la PGR. Les conditions sont les memes que celles 
decrites precedemment (cf. le paragraphe concemant la PGR). La seule 
difference reside dans le volume final de reaction (50 nl) et le nombre de 
cycles, plutSt elev6 (30 a 45 cycles selon le cas). 

Les produits obtenus de la reaction PGR sont ensuite soumis 
a une hybridation selon Southern apres electrophorese en gel d'agarose, avec 
une sonde PGR radioactive conrespondant a la region du peptide (figure 1A) 
Les r^sultats de cette hybridation sont presentes a la figure 1G. 

Du transcrit d'actine montre que le niveau d'ARN est tres 
lnf§rieur dans I'extrait de siliques par rapport ^ I'extrait de plantules (figure 
1B). 

La fI6che 3 (figure 1G) revele la presence du produit 
d'amplification §i la taille predite de 0.23kb attestant de I'existence du transcrit 
dans des extraits d'ARN polyA+ de siliques immatures ; la fidche 4 montre un 
signal n6gligeable a la taille attendue de 0.81 kb. La contamination de I'extrait 
par I'ADN g6nomique est done tres faible. 

Le transcrit de 0.23kb est present dans les extraits de siliques 
immatures (0^5 jours apr§s fecondation), ainsi que dans les plantules a un 
niveau plus faible (figure 1C. fleche 2). si on compare a I'actine. 

On note la presence d'une bande artefactuelle dans la figure 
4B (fl6che 1) ; ce produft d'ampllflcatfon a 6t§ clon6 puis sequence et ne 
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contient aucune homologie avec le gene de I'invention, cette bande est 
d'ailleure absente du profil d'hybridatlon (figure 1C). 

Le s^quengage du produit de 0,23kb (transcrit SUP25) a 
revele une sequence de 227 paires de bases presentee a la figure 1D. 
5 2.) Mise en evidence d'ATG fcnctionnels dans le transcrit : 

L'analyse de la sequence amplifiee par RT-PCR du transcrit 
SUP25 montre I'existence de codons d'initiation (ATG) done de trois phases 
ouvertes de lecture (ORF). 

La sequence en acides amines deduite de la plus grande 
10 phase ouverte de lecture correspond ^ un peptide de 25 acides amines (SUP 
25). 

Pour d6montrer I'aptitude de la machinerie traductionnelle a 
initier la synthase proteique sur les ATG, une experience d'expression 
transitoire a 6t6 men§e. La "Green Fluorescent Protein" (GFP) (plasmide 

15 PRTL2-EGFP) depourvue de son codon d'initiation est clon6e en fusion 
traductionnelle avec les diff6rents ATG (figure 2A, 0 atg : pas d'ATG, 1 atg : 1 
ATG, et ainsi de suite). Cliaque construction ainsi donee est co-transfectee 
dans l'6pidemie d'oignon avec le plasmide pRTL2-GUS (Restrepo A, Freed 
DD., Can-ington JC, Nuclear transport of plant potyviral proteins. Plant Cell. 

20 1990 Oct. ; 2 (10) : 987-98) en rapport molaire constant, permettant ainsi de 
disposer d'un controle interne. Sur chaque 6chantiIlon, la sous-population de 
cellules exprimant la GFP est denombree puis rapportee la sous-population 
exprimant la prot6ine GUS, chaque rapport de spots ainsi 6value reflete le 
niveau d'expression du gene rapporteur (figure 2B). Une premiere 

25 constmction sans ATG pemiet de verifier, dans un contrdle n§gatif, que la 
GFP sans ATG n'est pas traduite, aucune cellule exprimant la GFP n'a et6 
comptie. Pour les trois autres fusions traductionnelles, ie niveau d'expression 
de la GFP est sensiblement le m§me, attestant ainsi du caract§re fonctionnel 
des 3 ATG. La presence des phases de lecture de petite tallle en amont de la 

30 sequence codante n'affecte pas le niveau d'expression de la GFP. Ceci 
indique que les codons stop des phases de lecture de petite tallle n'imposent 
pas I'an^t du complexe ribosomique qui est alors capable de r6-initier la 
traduction en aval sur ie transcrit. En d'autres tennes, le resultat de cette 
experience demontre sans ambiguity que la traduction peut etre Initi6e ou re- 

35 initi6e sur le troisieme ATG du locus. Ce resultat pemiet ainsi d'etayer 



wo 2004/005329 




;TyFR2003/002077 



29 



I'hypothese concemant I'existence du peptide. 

EXEMPLE 3 : Immunoemprelntes : 

3.1) Preparation d'anticorps diriges centre le peptide : 

Les peptides ont ete syntlietis6s par la societe Eurogentec. 
5 Les anticorps ont et6 produits sur le peptide synth6tique tronque (sup 16) par 
la soci6te Eurogentec. 

3.2) Extraction de proteines de siliques : 

Les prot6ines ont §t§ extraites par broyage des siliques dans 
le tampon d'extraction pour immunoempreintes. ^ I'aide de mini-pilons 
10 (Kontes) reli6s S un broyeur RZE2021 (Heidolph). Apr6s centrifugation (20 
minutes a 10000 g), la concentration prot6ique du sumageant a ete 
d6termin§e par la methode de Bradford ^ I'aide du r§actif vendu par la society 
Bio-Rad. 

3-3) Analyses electrophoretiques : 

15 Les electrophoreses en gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) 

ont §t§ r§alisees selon la methode decrite par Laemmli (1970). Le gel de 
concentration est a 3% d'un melange acrylamide / bis acrylamide (30 % / 0,8 
%) et le gel de separation est a 18% du melange Prosieve. 15 ng de prot6ines 
totales auxquelles on ajoute le tampon de charge a la concentration finale de 

20 1x, sont port§s a 100°C pendant 3 minutes puis deposes dans cheque piste. 

Les proteines sont separees par un courant constant de 16 ^ 
20 mA par gel, pendant environ 1 heure. Les gels qui ne sont pas destines 
aux immunoempreintes sont colores au Bleu de Coomassie pendant 30 
minutes puis d^colores jusqu'a apparition des bandes conrespondant aux 

25 prot6ines. 

3.4) Immunoempreintes : 

Pour les immunoempreintes, les proteines ont ete transferees 
apres migration sur gel. sur des membranes de nitrocellulose (Pure 
Nitrocellulose membrane. 0.1 urn. Protan) dans une cuve d'electrotransfert 
30 semi-sec Temblot Ae-6675 (Touzart et Matignon) pendant 40 minutes sous 
2,5 mA.cm^. 

Les reactions de marquage ont 6t§ realis§es a 37"*C sous 
agitation moder^e. 
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Les membranes sont incub§es pendant 1 heure dans 100 ml 
de TBS-T contenant 5 % de gelatine, puis lavees avec du TBS-T (trols fois 15 
minutes). Les membranes sont ensuite incubees separement en presence de 
20 ml de TBS-T additionne de lait ecreme a 1,2 % et de 2 ^il du anticorps 

5 (serum reconnaissant Sup 16) pendant 2 heures. Puis les membranes sont 
lavees dans 200 ml de TBS-T (trois fois 15 minutes), puis incubees pendant 1 
heure dans 20 ml de TBS-T contenant 1 .2 % de lait §cr§me et 1 ^1 du second 
anticorps (anticorps de chevre anti-IgG de lapin couple a une peroxydase de 
radis, Blo-Rad). Les membranes sont ensuite lavees dans 200 ml de TBS-T 

10 (trois fois 15 minutes). 

La revelation se fait au moyen du kit ECL « Western Blotting 
Detection Reagents » (Amersham). suivant les conditions recommandees par 
le foumisseur. 

EXEMPLE 4 : Actlvite anti-mlcroblenne du peptide : 

15 Des experiences de toxicity du peptide de 25 acides amines 

(SUP 25) purifie a I'exemple prec6dent sur diff§rentes bact§ries ont et6 
realisees. 

Les differentes bact^ries sont cultiv6es dans 5ml de milieu LB 
ou de milieu approprie ^ la souche, puis s6diment6es par centrifugatlon ^ 

20 3000g, et enfin reprises dans un volume de LB identique au volume de 
bact6ries. 50 nl de bacterles sont inocules dans 9 ml de TOPagar (LB + 7g/l 
de bactoagar) liqulde S 48''C et rapidement coule sur une boite LB agar canr6e 
de 10 cm de cote. Les gouttes de 10 nl de differentes concentrations de 
peptides sont d6pos6es sur le TOPagar solidifi§. La boite est mise en culture 

25 pendant 16 heures. 

La c§cropine A a 20 pM, peptide d'insecte reconnu comme 
ayant une activlt§ antlbact6rienne, sert de t6moln positif. 
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Resultats : 



BactSries 


Pathogene 
de plante 


Activite 
bacteriostatique 


Molarite 
active 


C6cropine A 
20 mM 


Escherichia coii 
Souche DH5a 


Non 


Negatif 


- 


Positif 


Xanthomonas 
campestris 

pv campestris souche 
8004 


Oui 


Positif 


200pM 


Positif 


Pseudomonas 
syringae 

pv tomato souche 
DC3000 


Oui 


Posltif 


20|jM 


Positif 


Erwinia amylovora 
Souche 1430 


Oui 


Positif 


25mIVI 


Non teste 



Le peptide de 25 acides amines ne pr^sente pas d'activite sur 



Escherichia coii, mais presente une activite sur Xanthomonas campestris. 
Pseudomonas syringae et Envinia amylovora, ce qui permet d'imaginer son 
5 utilisation comme agent anti-microbien particullerement dirige contra les 
agents pathogenes de plantes tres parHculiSrement au moins contre 
Xanthomonas campestris, Pseudomonas syringae eVou Enwinia amylovora. 

EXEMPLE 5 : Effet cytotoxique du peptide SUP 25 sur des 
protoplastes d'Arabidopsis thaliana : 
10 Des essais de toxicity realises sur des cellules veg^tales, 

isolees, sans parol, revelent une perte de viability induite par I'addition de 
peptides syntlnetiques dans le milieu de culture. Certaines mutations de la 
sequence en acides amines du peptide abollssent la toxicity. 

5.1) Mesure de la viability par la coloration § la Fluoresceine 
15 DIAc6tate (FDA) : 

Les tests de viability par la coloration au FDA repose sur la 
d6tec*on de I'activlt^ esterase speciflquement presente dans les cellules 
vivantes. Le FDA p6n6tre dans la cellule, les resldus acetates sont coupes par 
I'activft6 esterase et la fluoresc6ine est Iib6r6e. conferant aux cellules vivantes 
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une coloration verte sous excitation bleue. Quant aux celiules mortes. 
lorsqu'elles sont chiorophylliennes. eiies fluorescent en rouge gr§ce aux 
pigments qu'elles contlennent. 

Des protoplastes de feuilles d'Arabidopsis thaliana obtenus et 
5 mis en culture selon la m6thode decrite par Danon et Gailois (FEBS letters. 
1998, 437: 131-136). 

Le peptide synthetlque de 25 acldes amines (SUP25) est 
ajoute aux protoplastes de feuilles d'Arabidopsis thaliana en culture. 

Une dose de 10 nM de SUP25 suffit a abaisser d'un facteur 
10 2,5 la viabilite d'une population de cellules. (Figure 3). 

En revanche le peptide tronque de 16 acides amines (pep 16) 
§1 10 fiM n'affecte le taux de protoplastes vivants que d'un facteur 1 ,3. 

En raison de la forte hydrophoblclt6 du peptide de 16 acides 
amines, il a et§ utills6 dans du DiMethylFonnamide (DMF) ^ 50%. Le temoin 
15 DMF seul affecte la viability d'un facteur 1 .2. Ce qui permet de dire que I'effet 
du peptide tronqu6 sur la viabilite des protoplastes est tres faible, voire nul, en 
comparaison de I'effet du peptide complet. 

On peut done conclure que la toxicite du peptide est 
sp6cifiquement liee aux 10 acides amines de la region C-tennlnale du peptide 
20 SUP25. 

□'autre part la dose impllqu6e dans I'effet conrespond aux 
orxlres de grandeur des doses l§tales (1 a 100 ^M) de diff6rents peptides antl- 
microbiens connus (Bulet P., Med. & Sc., 1999. 1, 23-9) 

5.2) Determination de la concentration optimale pour I'activite 
25 cytotoxique du peptide : 

Differentes concentrations du peptide SUP25 (1 \xM, 5 jiM, 10 
yM et 100 ^M) ont ete appliquees sur les protoplastes de feuilles 
d'Arabidopsis thaliana (Figure 4). A premiere vue, I'activite du peptide ne 
depend pas de la dose, bien qu'un effet optimum solt obsen/e S 5 nM. En 
30 raison de la procedure exp§rimentale et pour ne pas ajouter de trap grands 
volumes aux protoplastes, Texp^rience a 6t6 men§e en utillsant quatre 
solutions stocks aux concentrations de 1 mM, 5 mM, 10 mM et 100 mM 
respectlvement. 
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Afin de contrdler I'homogen6lte des stocks, une fraction 
aliquote, de m§me volume pour chaque solution de peptide, a ete depos6e 
sur gel de polyacrylamide en condftion denaturante (Figure 4. encart). A forte 
concentration, le peptide est implique dans la fomiation de complexes 
5 multim6riques sup6rieurs S 30 kDa. La stabilit6 de ces complexes suggere 
I'intervention des cysteines dans la fonnation de ponts disulfures. seuls 
capabies de resister au traitement SDS. 

Cette experience montre que la forme monom6rique du 
peptide est la plus efficace et qu'une concentration de 5 \iM du peptide 
10 conduit S une chute de viabilit6 tres significative. 

5.3) Mesure de la fragmentation de I'ADN suite aux 
traitements avec diff^rents peptides modifi6s : 

Cette experience a pour but de detemniner si I'effet du peptide 
sur la viability des protoplastes d'Arabidopsis thaliana conrespond § de la 
15 n§crose cellulaire ou bien a la mise en place de la voie de la mort cellulaire 
programmee ou apoptose. 

L'apoptose se distingue de la necrose par une mise en scene 
rigoureuse de la mort, ponctuee par un ensemble d'ev6nements 
genetiquement controles (Vaux et Korsmeyer (Cell. 1999. 96 : 245-254) ; 
20 Pennell et Lamb (Plant Cell, 1997, 9. : 1157-1168) ; Greenberg (P.N.A.S., 
1996, 93 : 12094-12097)). L'une de ces 6tapes est la fragmentation de I'ADN 
nucieaire qui peut etre mise en Evidence par la technique TUNEL ("Terminal 
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick End Labeling") selon le 
protocole de Negoescu (Negoescu et al.. Plant J., 1997. 13 : 803-814). La 
25 reaction de TUNEL permet de marquer les extr6mit6s 3'OH llbres presentes 
en grande quantity dans les noyaux dont I'ADN est fragmente au cours du 
processus d'apoptose. La figure 5 pr6sente les r6sultats de marquage TUNEL 
sur des protoplastes soumis d differents variants du peptide. 

L'application exteme du peptide de 25 acides amines sur 
30 protoplastes d'Arabidopsis thaliana a 5 fiM pendant 2 heures pennet 
d'obsen^er une augmentation de la population de pnatoplastes TUNEL positifs 
(figure 5B). 4 fois plus de noyaux pr^sentent des caracteristiques de 
fragmentation d'ADN par rapport au t§moin. Le peptide tronqu6 de 16 acides 
amines (pep16) n'induit pas d'effet. 
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5.4) Etude de Pactivite biologique de peptides modifies au 
niveau des cysteines : 

5.4.1) Construction et syntliese des peptides modifies : 
Afin d'etudier I'impact des cysteines sur I'activite biologique 

5 observee. les 3 peptides modifies pepDs. Pep1S et Pep2S ont Me synth6tis6s 
(Figure 5A) par la societe Eurogenetec. 

5.4.2) Activite cytotoxique des peptides modifies : . 

La fragmentation de I'ADN nucl^alre Induite par ces peptides 
modifies est mise en Evidence par la technique TUNEL (figure 5B). 
10 pepDs presente une activity residuelle. 

pep1S ne pr6sente plus d'activite cytotoxique. 
Pep2S presente une activite cytotoxique. 
Ce resultat sugg6re que les cystines sont impliquees dans la 
fomiation d'un pont disulfure intramoleculaire penmettant ainsi au peptide de 
1 5 rester libre et actlf, 

EXEMPLE 6 : Obtention de plantes transgeniques 
exprimant le peptide SUP25. 

La sequence du gene SUP25 peut §tre introduite dans une 
cassette d'expression utilisant divers promoteurs pour controler au niveau 
20 transcriptlonnel, la production du peptide dans diff§rents types de cellules 
v^getaies. 

6.1) Synthese de la sequence du gene : 
En raison de la petite taille de I'ORF, la sequence codant le 
peptide SUP25 peut etre syntiietis6e. Une paire d'oligonucleotides sens et 

25 antisens correspondant a la sequence du peptide est syntii§tisee a fagon. La 
sequence est congue de fagon a ce que I'hybridation de la paIre 
d'oligonucleotides laisse des extremites co»i6sives con-espondant d des sites 
de restrictions SamHI en 5' et Psfl en 3' du fragment d'ADN. Les sites 8amHI/ 
Pst\ pennettent de doner le gene dans la cassette d'expression du 

30 plasmide pDH51 (Pietrzak M. et al.. Expression In plants of two bacterial 
antibiotic resistance genes after protoplast transfonnnation >Anth a new plant 
expression vector. Nucleic Acids Res. 1986.14(14) : 5857-68) dans lequel le 
promoteur CaMV 35S et la region 3' du 35S dirige I'expression du g^ne 
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introduit. 

Seq#1 : (SEQ ID NO 28) 

gatcATGTGGTGGCTAGTTGGACTTACACCAGTTGAGTTGATCCATCTTTG 
5 CGCATTTCGAGAGCGTCTCTGTCATCTCTAAtgca 

Seq#2 : : (SEQ ID NO 29) 

TrAGAGATGACAGAGACGCTCTCGAAATGCGCAAAGATGGATCAACTCA 
ACTGGTGTAAGTCCAACTAGCCACCACAT 

6.2) Ligation de la sequence du peptide dans una cassette 

10 d'expression 

Les oligonucleotides sont hybrid6s ^ 1pmol/|jl dans lOpI de 
tampon tfl 1X (Sambrook J. et al.. Molecular Cloning : A Laboratory Manual. 
Ed. CSHLP, 2001) et sont lncub§s 1min & 95°C puis 10min a 45X. Ensulte 
20ng d'oligonucl6otides (2pl) sont ligues dans 100 ng de vecteur pDH51 en 

15 utilisant les sites BamHI/PstI (Sambrook et al., 2001). Le produit de ligation 
est transfomi6 dans E.coli XL1-B (Stratag6ne) en utilisant une m6thode 
chimique (Sambrook et al., 2001) Les transfomiants sont s6lectionn6s sur 
I'antibiotique ampicilline. La pr6sence de I'insert peut §tre directement 
identifi6e dans les transfomnants par I'absence de couleur bleue sur milieu 

20 contenant le substrat X-GAL (Sambrook et al., 2001). Cinq transfomiants 
independants sont utilises pour extraire le plasmide avec le kit commercial 
High pure plasmid Isolation kit (Roche/Boehringer). La presence de I'insert est 
verifiee par restriction avec I'enzyme EcoRI (Sambrook et al, 2001). La fidelite 
de sequence des constructions est verifiee pour la presence de la sequence 

25 SUP25 par sequengage (Sambrook et al., 2001) en utilisant une amorce 
appariant le promoteur 35S [op35S52 : CTTCGTCAACATGGTGGAGC] : 
(SEQ ID NO : 30) ou le temiinateur 35|S [oter35 
CTAGCTAGAGGATCGATCC] : (SEQ ID NO : 31). 

6.3) Transfert du transgene dans un vecteur binaire de 

30 transformation. 

Le transgene est ensuite sous-clone dans le site EcoRI de la 
region T-DNA du plasmide binaire pZPIII (Hajdukiewicz P, et al., The small, 
versatile pPZP family of Agrobacterium binary vectors for plant transfomnation. 
Plant Mol Biol., 1994. (6) : 989-94.). contenant un g6ne de selection NPTII 
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conferant aux plantes une resistance ^ Tantibiotique kanamycine. Le plasmide 
contient 6galement un gene de selection aadA pour la selection 
chloramphenicol dans E.coli ou Agrobacterium. Le produit de ligation est 
transforme dans E.co// XL1-B (Stratagene) en utilisant une methode chimique 
5 (Sambrook et al.. 2001). Les transfonnants sont selectionnes sur milieu LB 
(Sambrook et al.. 2001) + 25mg/l chloramphenicol. La presence de I'insert 
dans le plasmide pZPIH peut etre directement identifiee dans les 
transfonnants bacteriens par I'absence de couleur bleue sur milieu contenant 
le substrat X-GAL (Sambrook et al., 2001). 
10 6.4) Transf ert du vecteur binaire dans Agrobacterium. 

Une souche positive est selectionn6e. le plasmide est purifie 
en utilisant le kit commercial High pure plasmid Isolation kit 
(Roche/Boehringer). La souche d§sarm§e d'Agrobacterium tumefaciens 
C58C1 (Koncz C. et Schell, J., The promoter of TI-DNA gene 5 controls the 
15 tissue-specific expression of chaemeric genes carried by a novel type of 
Agrobacterium binary vector, Mol. Gen. Genet., 204 : 383-396) est rendue 
competente puis transfonnee par 6lectroporation (Shen WJ. et Forde BG., 
Efficient transformation Agrobacterium spp. by high voltage electroporation. 
Nucleic Acids Res. 1989, 17(20) : 8385) avec le plasmide binaire contenant la 
20 constnjction d'ADN-T. Apres 3 jours de culture a 28°C. les colonies 
r§sistantes au chloramphenicol 25 mg/l, Rifampicine 50 mg/l, Gentamycine 25 
mg/l, sont confirmees positives par PGR utilisant des amorces detectant le 
promoteur 35S [op35S52 : CTTCGTCAACATGGTGGAGC] (SEQ ID NO : 30) 
et le terminateur 351S [oter35 : CTAGCTAGAGGATCGATCC] (SEQ ID NO : 
25 31) (Sambrook etal 2001). 

6.5) Obtention de plantes transgeniques. 
Les plantes transgeniques sont ensuite obtenues par 
agroinfection en utilisant la souche C58C1 (Koncz et Schell. 1986) et la 
m§thode de transfomiation de boutons floraux d'Arabidopsis thaliana selon le 
30 protocole decrit par Bechtold, N. et al., (In planta Agrobacterium mediated 
gene transfer by infiltration of adult Arabidopsis ttialiana plants. C.R. Acad. 
Sci. (1993) Paris. 316. 1194). Brievement, une pr6culture de 10 ml de YEP 
(extrait de Levure 10 g/l ; peptone 10 g/l ; glucose 20 g/l ; kanamycine 50 mg/l; 
rifampicine 50 mg/l ; gentamycine 25 mg/l) est inocul6e avec une colonle 
35 6' Agrobacterium. Apres 16h sous agitation d 28*'G, 500 ml de YEP sont 
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ensemences. Lorsque.la culture atteint une DOeoo = 0.8. les bact6ries sont 
r6coltees apr6s centrifugation a 3000g et mises en solution dans le milieu 
d'infiltration (MS medium 2,16 g/l (Duchefa) ; MES (Sigma) 0.5 g/l ; 
saccharose 5% ; pH 5,7 ajuste avec KOH ; Silwet L-77 (Osi Specialises Ins.) 

5 0,02%.) §1 une DO finale de 0,5. 

Les plantes 6'Ambiclopsis thaliana, au stade oCi les hampes 
florales commencent d initier les premieres fleurs, sont tremp6es dans la 
solution d'infiltration pendant 10 minutes sous vide (-1 atm) dans un 
dessiccateur. Les plantes sont ensuite 6gouttees puis cultiv6es jusqu'^ la 

10 recolte des graines avec les 2 premiers jours de culture sous film plastique. 
Les graines sont r§colt§es 4 semaines apres I'infiltration. Apres un minimum 
de 15 jours de stockage, les graines sont sterilisees par une solution d'6thanol 
a 70%, 10 min puis selectionnees in vitro sur milieu de germination Gamborg 
B5 (Duchefa) 1,85 g/l et Phytagel (Sigma) 3 g/l contenant 400 mg/l de 

15 I'antiblotique kanamycine dont la resistance est portee par I'ADN-T. Les 
plantes resistantes (environ 1 % des graines) sont transplantees en ten-e, 
consen/^es sous plastique pendant 4 jours et cultiv^es jusqu'a la recolte des 
graines. 

L'analyse du nombre de loci d'insertion du transgene se fart 
20 par test statistique de la segregation mendelienne du gene de selection, ici 
pour la kanamycine, in vitro sur milieu de gemnination Gamborg B5 (Duchefa) 
1,85 g/l et Phytagel (Sigma) 3 g/l contenant 400 mg/l de I'antibiotique 
kanamycine. Dix plantes avec un seul locus d'insertion sont selectionnees 
(segregation 3:1) La presence du transgdne est conflmi6e dans environ 8 
25 plantes sur 10 par analyse PGR d'ADN purifie des plantes par la m§thode 
(Dellaporta et al., Plant. Mol Biol. Rept, 1983, 1. 19-21) et utillsant des 
amorces d§tectant le promoteur 35S [op35S52 : 
CTTCGTGAACATGGTGGAGC] (SEQ ID NO : 30) et le temiinateur 35|S 
[oter35 : CTAGCTAGAGGATCGATCC] (SEQ ID NO : 31). L'expresslon du 
30 peptide est confimiee par analyse en western (Sambrook et al., 2001 ) d'extrait 
prot6ique des plantes transgenlques en utilisant un anticorps centre la 
sequence totale du peptide SUP25 sauvage et le kit de detection ECL 
(Amersham). 
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REVENDICATIONS 
V) Peptide isole, nature! ou synth§tique, caract6rise en ce 
qu'll comprend au moins I'une quelconque des sequences SEQ ID NO : 1 S 
SEQ ID NO : 10, dans laquelle Ri et Ra repr^sentent. ind6pendamment ou 
5 simultan6ment, une cysteine ou une s§rine. 

2") Peptide selon la revendlcation 1, caracterise en ce qu'il 
r^pond ^ I'une quelconque des sequences SEQ ID NO : 1 ^ SEQ ID NO : 10. 

3°) Peptide selon I'une quelconque des revendications 1 ou 2, 
caracterise en ce que sa sequence est substantiellement homologue S I'une 
10 au moins des sequences SEQ ID NO : 1 a SEQ ID NO : 10. 

4") Peptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, 
dont au moins un groupement fonctionnel libre. amine et/ou carboxylique, est 
prot6g§ par un groupement protecteur. 

5°) Peptide selon la revendlcation 4, caracterise en ce que le 
15 groupement carboxylique C-tenninal et/ou les autres groupements 
carboxyliques pr6sents dans la rholecule sont sous la lorme d'un ester ou d'un 
amide. 

6°) Peptide selon la revendlcation 4. caract6ris6 en ce que le 
groupement amine N-temninal. et/ou les autres groupements amines libres 
20 pr6sents dans la molecule, sont sous fonme acyl6e. 

7°) Composition comprenant au moins un peptide tel que 
d6crit dans I'une quelconque des revendications 1 ^ 6 et au moins un vehicule 
appropri§. 

8°) Utilisation d'au moins un peptide tel que d§crit dans I'une 
25 quelconque des revendications 1 S 6, comme agent anti-mlcrobien, dirig§ 
centre les agents pathogdnes de plantes. 

9") Utilisation selon la revendlcation 8, caract6ris6e en ce que 
I'agent anti-microbien est specifique de Xanthomonas campestris. 
Pseudomonas syringae ou d'Erwinia amylovora. 
30 10°) Utilisation d'au moins un peptide comprenant ou 

repondant a au moins I'une quelconque des sequences SEQ ID NO : 2 & SEQ 
ID NO : 10, dans lesquelles Ri repr^sente une cysteine ou une serine et R2 
presente une cysteine, comme agent cytotoxique. particulldrement pour les 
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cellules vSgetales. 

11°) Utilisation d'au moins un peptide comprenant ou 
repondant a au moins I'une quelconque des sequences SEQ ID NO : 8 a SEQ 
ID NO : 10. dans lesquelles Ri et R2 representent simultanement une serine, 
5 comme agent cytotoxique, particulierement comme agent cytotoxique pour les 
cellules veg§tales. 

12°) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 10 
ou 11, caract^risee en ce que le peptide est utilise comme agent desherbant. 

13°) Utilisation d'au moins un peptide comprenant ou 
10 r§pondant a au moins Tune quelconque des sequences SEQ ID NO : 8 a SEQ 
ID NO : 10, dans lesquelles Ri represente une cysteine et R2 represente une 
serine, comme agent anti-microbien non cytotoxique, particulierement comme 
agent anti-microbien non cytotoxique dirige centre les agents pathogenes de 
plantes. 

15 14°) Polynucleotide isole, nature! ou synthetique, caracterise 

en ce qu'il comprend au moins une sequence codante pour I'un au moins des 
peptides selon Tune quelconque des revendications 1 d 6, a Texception de 
Tacide desoxyribonucleique genomique d'Arabidopsis thaliana. 

15°) Polynucleotide selon la revendication 14, caracterise en 
20 ce qu'il comprend au moins Tune des sequences SEQ ID NO : 11 a SEQ ID 
NO : 20, dans iaquelle R3 et R4 representent, independamment ou 
simultanement, un codon cysteine ou un codon serine. 

16°) Polynucleotide selon la revendication 14 ou la 
revendication 15, caracterise en ce qu'il repond a Tune des sequences SEQ 
25 ID NO : 11 a SEQ ID NO : 20, dans Iaquelle R3 et R4 representent un codon 
cysteine ou un codon serine. 

17°) Composition comprenant au moins un polynucleotide tel 
que decrit dans Tune quelconque des revendications 14 a 16 et au moins un 
vehicule approprie. 

30 18°) Vecteur comprenant Tun quelconque des polynucleotides 

decrits aux revendications 14 a 16. 

ig**) Vecteur selon la revendication 18, caract6ris6 en ce qu'il 
s'agit d'un vecteur plasmidique. 
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20°) Utilisation d'un polynucleotide selon I'une quelconque 
des revendications 14 a 16 ou d'un vecteur tel que decrit dans I'une 
quelconque des revendications 18 ou 19 pour la preparation d'un peptide tel 
que decrit dans I'une quelconque des revendications 1 a 6. 
5 21°) Systeme biologique modlfie, caract6ris6 en ce qu'il 

contient au moins I'un des vecteurs tels que decrits dans I'une quelconque 
des revendications 18 ou 19. et/ou au molns I'un des polynucleotides tels que 
d6crits dans I'une quelconque des revendications 14 ^ 16. 

22°) Systeme biologique selon la revendication 21, 
10 caracteris6 en ce qu'il est constitu6 par un microorganisme. un endophyte, 
une levure ou une cellule eucaryote. 

23°) Composition comprenant au moins un systdme 
biologique tel que decrit dans I'une quelconque des revendications 21 ou 22 et 
au moins un vehicule approprie. 
15 24°) Utilisation d'au moins un systeme biologique tel que 

decrit dans I'une quelconque des revendications 21 ou 22 ou d'une 
composition telle que decrite ^ la revendication 23, comme agent anti- 
microbien, partlculierement comme agent anti-microbien dirig6 contre les 
agents pathogenes de plantes et/ou comme agent cytotoxique. 
20 25°) Utilisation d'au moins un polynucleotide tel que decrit 

dans I'une quelconque des revendications 14 a 16, ou d'au moins un vecteur 
tel que decrit dans I'une quelconque des revendications 18 ou 19, dans la 
preparation d'un systeme biologique modifie. 

26°) Organisme transg^nique non humain, caracteris§ en ce 
25 que tout ou partie de ses cellules contient au moins un polynucleotide tel que 
decrit dans I'une quelconque des revendications 14 a 16, ou au moins un 
vecteur tel que d6crit dans I'une quelconque des revendications 18 ou 19. 

27°) Organisme transgenique selon la revendication 26, 
caracteris§ en ce qu'il s'agit d'un vegetal. 
30 28°) Anticorps, polyclonal ou monoclonal, dirig§ contre au 

moins I'un des peptides tels que decrits dans I'une quelconque des 
revendications 1 a 6. 

29°) Proc§d6 de traitement anti-microbien, et/ou cytotoxique 
dans lequel on met en contact par tout moyen approprie un organisme. 



wo 2004/005329 ^JT/FR2003/002077 

41 

particulierement un vegetal, et au molns un agent anti-microbien, et/ou 
cytotoxique choisi parmi au moins I'un des peptides tels que decrits dans Tune 
quelconque des revendications 1 a 6. et/ou I'un des vecteurs tels que decrits 
dans rune quelconque des revendications 18 ou 19. et/ou les polynucleotides 
tels que d§crits dans I'une quelconque des revendications 14 a 16, et/ou I'un 
des syst^mes biologiques modifies tels que decrits dans I'une quelconque des 
revendications 21 ou 22 et/ou un organisnne transgenique. tel que decrit dans 
I'une quelconque des revendications 26 a 27 ou les compositions telles que 
decrites dans I'une quelconque des revendications 7. 17 ou 23. 
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041 ATTTTTAATT ATCATGACAA GTAAACTTGC TCAGTTGTAX 
081 TTTTAATCGA ATGGTAAATA AACTTTAAAG GATGAAATTG 
121 TAATTTGCAA GTATCACACG TCAAGCGTAT OTGGTGGCTA 
161 GTTGGACTTA CACCAQTTCA GTTGATCCAT CTTTGCGCAT 
201 TTCGAGAGCO TCTCTGTCAT CTCTAAGTA 
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Test de toxicite du peptide25 sur protoplastes 
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SEQUENCE LISTING 



<110> Centre National de la Recherche Scientifique 
GALLOIS Patrick 
HECHT Valerie 
VAROQUAUX Fabrice 
BLANVILLAIN Robert 
PUERTOLAS Delphine 
DELORME Valerie 
ROBY Dominique 
DELSENY Michel 



<120> Nouveau peptide de plante IL activite anti-microbienne 



<130> CGA644s70 



<160> 31 



<170> PatentIn version 3.1 



<210> 1 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (16).-{16) 

<223> Xaa = cysteine ou serine 



<400> 1 



Met Trp Trp Leu Val Gly Leu Thr Pro Val Glu Leu lie His Leu Xaa 
15 10 15 
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<210> 2 

<211> 17 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 



<220> 

<221> MISC__FEATURE 

<222> (16).. (16) 

<223> Xaa = cysteine or serine 



<400> 2 

Met Trp Trp Leu Val Gly Leu Thr 
1 5 



Pro Val Glu Leu lie His Leu Xaa 
10 15 



Ala 



<210> 3 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (16) . . (16) 

<223> Xaa = cysteine or histidine 



<400> 3 

Met Trp Trp Leu Val Gly Leu Thr 
1 5 



Pro Val Glu Leu lie His Leu Xaa 
10 15 



Ala Phe 
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<210> 4 

<211> 19 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (16) . . (16) 

<223> X= cysteine or serine 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (16).. (16) 

<223> Xaa= cysteine or serine 



<400> 4 

Met Trp Trp Leu Val Gly Leu Thr 
1 5 



Pro Val Glu Leu He His Leu Xaa 
10 15 



Ala Phe Arg 



<210> 5 

<211> 20 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (16).. (16) 

<223> Xaa = cysteine or serine 
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<400> 5 

Met Trp Trp Leu Val Gly Leu Thr Pro Val Glu Leu lie His Leu Xaa 
15 10 15 



Ala Phe Arg Glu 
20 



<210> 6 

<211> 21 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (16) (16) 

<223> Xaa = cysteine or serine 

<400> 6 

Met Trp Trp Leu Val Gly Leu Thr Pro Val Glu Leu lie His Leu Xaa 
1 5 10 ^5 



Ala Phe Arg Glu TVrg 
20 



<210> 7 

<211> 22 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
<220> 

<221> MISC_FEATORE 

<222> (16).. (16) 

<223> Xaa = cysteine or serine 
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<400> 7 

Met Trp Trp Leu Val Gly Leu Thr 
1 5 

Ala Phe Arg Glu Arg Leu 
20 

<210> 8 
<211> 23 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 



Pro Val Glu Leu He His Leu Xaa 
10 15 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (16).. (16) 

<223> Xaa = cysteine or histidine 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (23).. (23) 

<223> Xaa = cysteine or histidine 



<400> 8 

Met Trp Trp Leu Val Gly Leu Thr 
1 5 



Pro Val Glu Leu lie His Leu Xaa 
10 15 



Ala Phe Arg Glu Arg Leu Xaa 
20 



<210> 9 

<211> 24 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 



wo 2004/005329 
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<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (16) . • (16) 

<223> Xaa = cysteine or serine 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (23) . . (23) 

<223> Xaa = cysteine or serine 



<400> 9 

Met Trp Trp Leu Val Gly Leu Thr Pro Val Glu Leu lie His Leu Xaa 
15 10 15 



Ala Phe Arg Glu Arg Leu Xaa His 
20 



<210> 10 

<211> 25 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (16).. (16) 

<223> Xaa= cysteine or histidine 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (23) . . (23) 

<223> Xaa= cysteine or histidine 



wo 2004/005329 ^|T/FR2003/002077 



<400> 10 

Met Tirp Trp Leu Val Gly Leu Thr Pro Val Glu Leu He His Leu Xaa 
15 10 15 



Ala Phe Arg Glu Arg Leu Xaa His Leu 
20 25 



<210> 11 

<211> 48 

<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 



<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (46) . . (48) 

<223> nnn = codon cysteine ou codon srine 

<400> 11 

atgtggtggc tagttggact tacaccagtt gagttgatcc atcttnnn 48 

<210> 12 

<211> 51 

<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 
<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (46).. (48) 

<223> nnn = codoh cysteine ou codon serine 



<400> 12 

atgtggtggc tagttggact tacaccagtt gagttgatcc atcttnnngc a 



51 



wo 2004/005329 
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<210> 13 

<211> 54 

<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 
<220> 

<221> inisc_feature 

<222> (46),. (48) 

<223> nnn == codon cysteine ou codon serine 

<400> 13 

atgtggtggc tagttggact tacaccagtt gagttgatcc atcttnnngc attt 54 

<210> 14 

<211> 57 

<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 
<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (46).. (48) 

<223> nnn « codon cysteine ou codon serine 

<400> 14 

atgtggtggc tagttggact tacaccagtt gagttgatcc atcttnnngc atttcga 57 

<210> 15 

<211> 60 

<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 



wo 2004/005329 




;T/FR2003/002077 



<220> 

<221> misc_feature 

<222> (46). -(48) 

<223> nnn = codon cysteine ou codon serine 

<400> 15 

atgtggtggc tagttggact tacaccagtt gagttgatcc atcttnnngc atttcgagag 60 

<210> 16 

<211> 63 

<212> DMA 

<213> Arabidopsis thaliana 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (46).- (48) 

<223> nnn = codon cysteine ou codon serine 

<400> 16 

atgtggtggc tagttggact tacaccagtt gagttgatcc atcttnnngc atttcgagag 60 
cgt 63 

<210> 17 

<211> 66 

<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 
<220> 

<221> inisc_f eature 
<222> (46).. (48) 

<223> nnn =» codon cysteine ou codon serine 



wo 2004/005329 ^|T/FR2003/002077 
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<400> 17 

atgtggtggc tagttggact tacaccagtt gagttgatcc atcttnnngc atttcgagag 60 
cgtctc 66 

<210> 18 

<211> 69 

<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 



<220> 

<221> misc^feature 

<222> (46).. (48) 

<223> nnn = codon cysteine ou codon serine 



<220> 

<221> iaisc_feature 

<222> (67) ,.(69) 

<223> nnn = codon cysteine ou codon serine 



<400> 18 

atgtggtggc tagttggact tacaccagtt gagttgatcc atcttnnngc atttcgagag 60 
cgtctcnnn 69 

<210> 19 

<211> 72 

<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 



<220> 

<221> misc_f eature 
<222> (46) . . (48) 



wo 2004/005329 
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<223> nnn = codon cysteine ou codon serine 
<220> 

<221> misc^feature 

<222> (67) •.(69) 

<223> nnn = codon cysteine ou codon serine 

<400> 19 

atgtggtggc tagttggact tacaccagtt gagttgatcc atcttnnngc atttcgagag 60 
cgtctcnnnc at 72 

<210> 20 

<211> 75 

<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (46).- (48) 

<223> nnn = codon cysteine ou codon serine 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (67) . , (69) 

<223> nnn = codon cysteine ou codon serine 



<400> 20 

atgtggtggc tagttggact tacaccagtt gagttgatcc atcttnnngc atttcgagag 



60 



cgtctcnnnc at etc 



75 



<210> 21 



wo 2004/005329 



m 
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<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce 

<400> 21 

caagtaagct tgctcagttg 20 

<210> 22 

<211> 29 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce 

<400> 22 

gctctagata cttagagatg acagagacg 29 

<210> 23 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce 

<400> 23 

actgagctcg ttgtattttt aatcgaatgg 30 

<210> 24 

<211> 31 

<212> DNA 



wo 2004/005329 




:T/FR2003/002077 



<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce 

<400> 24 

acggaagctt tacttagaga tgacagagac g 

<210> 25 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> Amorce 

<400> 25 

cgtcttcgag aaaagtgtta g 21 

<210> 26 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce 

<400> 26 

atcagtcaga cagtcaaatt c 21 

<210> 27 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



wo 2004/005329 ^|T/FR2003/002077 

14 

<220> 

<223> Amorce 
<400> 27 

tacttagaga tgacagagac g 21 

<210> 28 

<211> 86 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> Oligonucleotide complement aire de SEQ ID NO : 29 
<400> 28 

gatcatgtgg tggctagttg gacttacacc agttgagttg atccatcttt gcgcatttcg 60 
agagcgtctc tgtcatctct aatgca 86 

<210> 29 
<211> 78 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Oligonucleotide complementaire de SEQ ID NO : 28 
<400> 29 

ttagagatga cagagacgct ctcgaaatgc gcaaagatgg atcaactcaa ctggtgtaag 60 
tccaactagc caccacat 

<210> 30 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



wo 2004/005329 



• 



m 



:T/FR2003/002077 



15 



<220> 



<223> Amorce 



<400> 30 

cttcgtcaac atggtggagc 



20 



<210> 31 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce 

<400> 31 

ctagctagag gatcgatcc 19 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



IntemationalAppllcatlon No 

02077 



hrr'^0WvW^'''^S^hA7A15 C12N15/29 C12N15/82 
A01H5/00 A01N43/38 A01N37/18 

According to Intemallonal Patent CtesslBcatlon (IPC) or to both national dassmcallon and IPC 



C07K16/16 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed t>y classification ^mibols) 

IPC 7 C07K C12N 



Docaweritaiion searched other than minimum documentation to me extent that sucii documents are induded in the tetds searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and. where practical, search terms used) 

SEQUENCE SEARCH, WPI Data, EPO-Internal , PAJ, CHEM ABS Data, EMBL, BIOSIS, 
MEDLINE, EMBASE 



C. DOCUnilENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category « 



Citation of document, with mdicalion. where appropriate, of the relevant passages 



ftelevant to daim No. 



wo 93 05153 A (ICI PLC) 
18 March 1993 (1993-03-18) 
the whole document 

DATABASE EMBL 'Online! 

11 January 1999 (1999-01-11) 

LAPLANT Y & SPALDING L.: "Arabldopsis 

than ana BAC F3H7" 

retrieved from EBI 

Database accession no. AF118222 

XP002235082 

Nucleotides 14070-14142 

US 4 613 355 A (OMURA SATOSHI ET AL) 
23 September 1986 (1986-09-23) 
the whole document 

-/- 



1-29 



14-19 



1-29 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



ID 



Patent family memt»ers are listed In annex. 



Special categories of died documents : 

"A* document defining the general state of the art which Is not 

considered to be of particular relevance 
*E' earfier document but published on or after the International 

filing date 

■L* document which may throw doubts on priority d£dm(s) or 
which is c&ed to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as spedfled) 

'<y document refiening to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

'P' document published prior to the international fiBng date but 
later than the priority date claimed 



T* later document published after the international filing date 
or prioray date and not in conflict with the application but 
dted to understand the prindple or theory underiylng the 
Invention 

*X* document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an tnventh^e step when the document is tal<en alone 

"Y* document of particular relevance; the claimed Invention 

cannot be considered to Involve an Inventive step when the 
document Is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person sldtled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



8 December 2003 



Date of mailing of the international search report 



16/12/2003 



Name and malQng address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HVRqswlIk 
TeL (+31-70) 340-2040, TX. 31 651 epo nl. 
Fax: (451-70) 340-3016 



Authorized officer 



PI ret, B 



Fbim PCT/ISA/210 (seoond sheet) {Juy 199^ 



C^ConUnuaUon) DOCUMENTS CONSIDERED 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International Application No 

'02077 



; RELEVAtfT 



_PCT/F^^ 



CategotV I Citation ofdocument with Indlcatlon.where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



DATABASE EMBL 'Online! 

3 June 1999 (1999-06-03) 

GALLOIS P ET AL.: "Arabidopsis thai 1 ana 

RNA-binding protein (RBP37) gene" 

retrieved from EBI 

Database accession no. AF109721 

XP002235081 

Nucleotides 2900-3000 



14-23 



Fbmi PCrr/lSA/210 (conUnuaUon of seoond sheet) (July 1892) 



INTcRNATIONAU- otMriii'n ncfv^ri i 
Informatf^BHa patent family members 


Intemational Application No 

PCT/F^fc/02077 


Patent document 
cited In search report 


^Publication 
date 


Patent family ^ Publication 
member(s) j date 



WO 9305153 



18-03-1993 



AT 


239080 


T 


1 5-05-2003 


All 


\J\J / OCJ 


B2 

L/C 


18-04-1996 


AIJ 




A 


05-04-1993 


BR 




A 


30-05-1995 


PA 




Al 


18-03-1993 






Dl 


05-06-2003 






T2 


27-11-2003 


Ul\ 




T3 


25-08-2003 


pp 
cr 




Al 


29-06-1994 

WW 


WO 


9305153 


Al 


18-03-1993 


JP 


6510197 


T 


17-11-1994 


OP 


3375130 


B2 


10-02-2003 


NZ 


244091 


A 


26-10-1994 


US 


5538525 


A 


23-07-1996 


US 


5689043 


A 


18-11-1997 


us 


2001014732 


Al 


16-08-2001 


us 


5824869 


A 


20-10-1998 


us 


6187904 


Bl 


13-02-2001 



US 4613355 A 23-09-1986 JP 60184001 A 19-09-1985 

JP 60034199 A 21-02-1985 

AU 566627 82 22-10-1987 

AU 3093784 A 07-02-1985 

CA 1222711 Al 09-06-1987 

DE 3482114 Dl 07-06-1990 

EP 0134113 A2 13-03-1985 



RMm PCT/ISA/diO (patent tamOy annex) (July 1990} 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 




Demande Internationale No 

_PCir/F^^/02077^ 



h^B^^'T^mW^'^'cmU/AlS C12N15/29 C12N15/82 C07K16/16 
A01H5/00 A01N43/38 A01N37/18 

Selon la dassificallon Intemaltonale des brevets (CIB) ou a la tols selon la daasHlcallon nattonate et la CIB 



a DOUAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimala consultte (^sttaie de dasstflcaUtm suM des symbdes de dassement) 

CIB 7 C07K C12N 



Documentation consult6e autre que ia documenlailon mInimaJe dans la mesure oCi ces documents reinvent des domaines sur lesquels a port6 la recherche 



Base de donn6es diectrontque consultde au coure de ta lecherche Internationale (nom de la base de donnSes. et d mallsable, termes de recherche utilises) 

SEQUENCE SEARCH, WPI Data, EPO-Internal , PAJ, CHEM ABS Data, EMBL, BIOSIS, 
MEDLINE, EMBASE 



C. DOCUMENTS CONSiDERES COMME PERTINENTS 



Cat^orie IdentiRcallon des documents dt^. avec. le cas 6ch6ant, rindication des passages pertinents 



no. des revendlcations vIsSes 



wo 93 05153 A (ICI PLC) 
18 mars 1993 (1993-03-18) 
le document en entler 

DATABASE EMBL 'en ligne! 

11 Janvier 1999 (1999-01-11) 

LAPLANT Y & SPALDING L.: "Arabldopsls 

thai i ana BAC F3H7" 

retrieved from EBI 

Database accession no. AF118222 

XP002235082 

Nucleotides 14070-14142 

US 4 613 355 A (OMURA SATOSHI ET AL) 
23 septembre 1986 (1986-09-23) 
le document en entier 

-/- 



1-29 



14-19 



1-29 



I x| Vofria 



suBe du eadis C pour la fln da la Vsle das documents 



l_es documents de mmHIes de brevets sent fndiquds en annexe 



Categories spSclales de documents cltds: 

•A' document d6finlssanl r6tat g6n6ral de la technique, non 

consid^rd comme particuli^rement pertinent 
'E' document ant^rleur, mals pubfi^ k la date de ddpOt international 

ou aprfes cette dale 
•L* document pouvanl jeter un doute sur una revendicallon de 

prforit^ ou cftd pour determiner la date de publication d*une 

autre citation ou pour une ralson sp^dale (teOe qu'lndiqu^e) 
'O^ document se reterant ^ une divulgation orale. & un usage, & 

une exposition ou tous autres moyens 
'P' document publl6 avant ia date de ddp^t International, mals 

posterieurement d la date de priority revendiqu^e 



*T* document ultdrieur public aprds la date de d^pdt intematlona) ou la 
date de priority et n'appartenenant pas h retai de la 
technique pertinent, mals cild pour comprendre le principe 
ou lathdorie constttuant ta base de rinvention 

■X* document particulI6rement pertinent; Plnven tion revendlqu^e ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une acUvitd 
Inventive par rapport au document cons!d6r6 lsol6ment 

■y docunDent partlcul/ferement pertinent; Plnven tlon revendkjuee 
ne peut etre considerSe comme imptlquant une activity inventive 
lorsque le document est assodd k un ou plusieurs autres 
documents de mdme nature, cette comblnaison etant evidente 
pour une personne du metier 
document qui fait partle de la mdme famille de brevets 



Date d laquelle la recherclie intematlonaie a &6 effectlvement achev6e 

8 decembre 2003 



Date d'expedillon du prdsenl rappoit de recherche intematlonaie 



16/12/2003 



Nom et adresse postale de radministration chargSe de la recherche intematlonaie 
Office EuiDpeen des Brevets^ P.B. 5816 Patentlaan 2 
NL-2280HVRiiswiil< 
TeL (+31-70) 340-2040. Di. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctionnalre autorise 



P1ret, B 



Fdnnulalfe PCT/18A/210 (deuid&ma feuille) OuBlst 1892) 



nona 1 rla O 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

epe!Wne 



C.(su1te) DOCUMENTS CONSIDEBES COMME I 



MENTS 



Demande Internatlonate No 



Catdgorle 1 IdentificaUon des documents cit^ avec,le cas ^Mant. IMndleatlondes passages pertinents 



no. das revendications vls^es 



DATABASE EMBL 'en llgne! 

3 juin 1999 (1999-06-03) 

GALLOIS P ET AL.: "Arabldopsis thaliana 

RNA-blnding protein (RBP37) gene" 

retrieved from EBI 

Database accession no. AF109721 

XP002235081 

Nucleotides 2900-3000 



14-23 



FbnmilaliB PCT/ISM210 (suite da la daudima toume) (juaal 1982) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Renselgnements relatlfs aux membre^^HlBniilles de brevets 



Document brevet cltS 
au rapport de recherche 



bre|ga|ar 
^Ba 



Demande Internationale No 

PCT/Ft 



latede 
publication 



Membre(s) de la 
(amine debrevet(8) 



_PCT/FJ^^02077__ 

la Date de 

)t(8) I publication 



UO 9305153 



18-03-1993 



AT 239080 T 

AU 667825 B2 

AU 2480892 A 

BR 9206420 A 

CA 2116541 Al 

DE 69233032 Dl 

DE 69233032 T2 

DK 603216 T3 

EP 0603216 Al 

WO 9305153 Al 

JP 6510197 T 

JP 3375130 82 

NZ 244091 A 

US 5538525 A 

US 5689043 A 

US 2001014732 Al 

US 5824869 A 

US 6187904 Bl 



15- 05- 
18-04- 
05-04- 
30-05- 
18-03- 
05-06- 
27-11- 

25- 08- 
29-06- 
18-03- 

17- 11- 
10-02- 

26- 10- 
23-07 

18- 11 

16- 08 
20-10 
13-02 



2003 
1996 
1993 
•1995 
■1993 
■2003 
■2003 
-2003 
-1994 
-1993 
-1994 
■2003 
-1994 
-1996 
-1997 
-2001 
-1998 
-2001 



US 4613355 


A 


23-09-1986 JP 


60184001 


A 


19-09-1985 




JP 


60034199 


A 


21-02-1985 






AU 


566627 


B2 


22-10-1987 






AU 


3093784 


A 


07-02-1985 






CA 


1222711 


Al 


09-06-1987 






DE 


3482114 


Dl 


07-06-1990 






EP 


0134113 


A2 


13-03-1985 



lamllles da brevets) QuIQet 1992) 



